マク　ユウゴウ　リポソーム　ノ　カイハツ　ト　イデンシ　チリョウトウ　ヘノ　オウヨウ　二　カンスル　ケンキュウ by ミズグチ, ヒロユキ & 水口, 裕之
Osaka University
Title膜融合リポソームの開発と遺伝子治療等への応用に関する研究
Author(s)水口, 裕之
Citation
Issue Date
Text VersionETD
URL http://hdl.handle.net/11094/39718
DOI
Rights
膜融合 リボソームの開発 と
遺伝子治療等への応用に関する研究
1996年
水口 裕之
膜融合 リボソームの開発と
遺伝子治療等への応用に関する研究
1996年
水 口 裕 之
目次
緒論1
本論3
第一章 膜融合 リボソームの開発3
第一節 膜融合 リボソームの精製4
第二節 膜融合 リボソームの物理 ・化学的性質8
第三節 ジフテ リア毒素フラグメン トAを 用いた、
膜融合 リボソームの細胞 との融合能の評価11
第四節 小括16
第二章 ジフテ リア毒素フラグメン トA(DTA)を封入 した
膜融合 リボソームの癌治療への応用18
第一節DTAを 封入 した膜融合 リボソームの腹水癌に対する抗腫瘍効果18
第二節 腹水癌へのDTA導 入量の定量22
第三節DTAを 封入 した膜融合 リボソームの固形癌に対する抗腫瘍効果24
第四節 膜融合 リボソームの固形癌への物質導入量の定量26
第五節 小括27
第三章 膜融合 リボソームを用いた細胞への遺伝子導入29
第一節 プラス ミッ ドDNAを封入 した膜融合 リボソームの
遺伝子発現パターン29
第二節 膜融合 リボソームとカチオニック リポソームの遺伝子発現効率の比較32
第三節 膜融合 リボソームを用いたマウス腹水癌へのinvivo直接遺伝子導入35
第四節 小括36
第四章TumorNecrosisFactor一α(TNFα)遺伝子を封入 した
膜融合 リボソームの固形癌遺伝子治療への応用38
第一節 血管内皮細胞へのTNF一α遺伝子の導入39
第二節 膜融合 リボソームをマウス大腿動脈内に投与したときの
封入物質の体内分布42
第三節 腫瘍支配動脈へのTNF一α遺伝子導入による抗腫瘍効果44
第四節 小括47
総括50
結論54
謝辞55
参考文献56
緒論
生命体は,構 造 ・機能の点で高度に分化 した細胞の集合体であ り,個 々の細胞は互いに
ネッ トワークを形成 しなが ら生命体の恒常性を維持 している.そ のため細胞は,種 々のサ
イ トカインやホルモン,神 経伝達物質,接 着分子な どの産生を通 して,生 命体全体を様々
な変化に対応 し,順応 させている.通 常,生 命体のある組織に軽度な異常が生じた場合に
は,細 胞はこれ らの様々な生理活性物質などの産生を通 して,異 常部位のみを修復 ・復元
させている.こ のような生命体の生体防御 ・修復機構は,生 体内でそれ らに関わる諸因子
を薬物にみたてた場合,薬 物治療の最適化を目指すDDS(DrugDeliverySystem:薬物送
達システム)の概念そのもの と考え られる.細 胞は本来的に生体内の種々の情報をキャッ
チし,そ れに応じて様 々な生理活性物質を必要な時に,必 要な量だけ合成 し,徐放するな
ど,ま さにDDSの 機能を日常的に遂行 している本体であるといえる.現 在行われている
薬物治療は,こ れ ら細胞間のネ ットワーク ・ホメオスタシスを無視 した治療法であるため,
どうしても生体に負の作用をも及ぼす ことになる.一 方,広 義に言えば,遺 伝子治療など
は,細 胞の機能を修飾することにより新たな機能性細胞を創 り出 し,それを応用すること
によって治療効果を期待するものであ り,細胞を介 して疾病の治療を行 うとい う意味で,
いわばCe皿Therapyともい うべき新 しい概念による薬物治療を提示することが可能 とな
る.本 方法は,生 体内においてDDSの 概念を実践 している細胞の機能を最大限に利用 し
たものであり,こ の方法による剤形は,い わば細胞製剤 とも呼ぶべきものといえよう.こ
のよ うな細胞製剤による薬物治療は,疾 病部位においてのみ薬物 となる生理活性物質な ど
を産生 させることができることや,そ の産生量の調節をも出来得ることか ら,究極の
DDS製剤 となりうるものと考えられる.
しか し,そ のような目的で細胞の機能を修飾 した り,解析するためには,細 胞内に核酸
や蛋白質,ペ プチ ドなどの高分子物質を自由に送達する技術を開発する必要がある.細 胞
は自身の恒常性を維持するために細胞膜 とい うバ リアーを有してお り,細 胞内への高分子
物質の移行は厳密に制御 されている.こ れまで用い られている細胞内への物質導入法は主
に,マ イクロインジェクシ ョンのよ うな物理的な方法を利用 したり,レセプター ・リガン
ド,抗原 ・抗体等の関係を利用 して,リ ガン ドに結合させた物質や,抗 体に結合 させた物
質を,エ ン ドサイ トーシス経由で細胞内へ送達 しようとするものであった.し かし,こ の
ような方法では,大 量の細胞を一度に処理できないことや,細 胞内導入物質が ライソゾー
ム酵素によって分解を受け,細 胞質内への物質移行が著 しく減少するといった欠点があっ
た.
そこで著者は,細 胞膜 とい うバ リアーを,細 胞傷害性を伴 うことなく,膜 融合により効
率よく突破することが可能な膜融合 リボソームの開発を行った.リ ボソームは,生 体膜成
分の リン脂質か らな り,内部に様々な物質を大量に封入できることか ら,DrugDelivery
System(DDS:薬物送達システム)における薬物運搬体 として盛んに研究されている.し
か しなが ら,リ ボソームは,細 胞 との融合能力がない うえ,た とえ,膜 表面に抗体などを
付与 し,積 極的に細胞表面に結合させても,エ ン ドサイ トーシス経由で細胞内に取 り込ま
れるため,効 率の良い細胞質内への物質導入はできない.一 方,セ ンダイウイルスをはじ
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めとするエンベロープ ・ウイルスは,膜 融合により自身の遺伝子を細胞内に導入 し,感 染
してお り,リ ボソームにセンダイウイルスの膜融合能を付与することができれば,効 率よ
くリボソーム内の物質を細胞質内に送達することができると考えられ る.
本論文では,セ ンダイウイルスがリボソームとも融合するとい う性質を利用 して1-5),
センダイウイルスとリボソームの融合により細胞 との融合能を有するリボソーム(膜融合
リボソーム)の開発を行った(Fig.1).さらに,膜 融合 リボソームを完全精製し,そ の物
理化学的性質,生 物学的性質を明 らかにするとともに,膜 融合 リボソームの蛋白質,遺 伝
子導入ベクターとしての性質,そ の癌治療への応用について検討 した.
Fig.1Schematicrepresentationoftransfectionof
liposomeandfusogenicliposome
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本論
第 一 章 膜 融 合 リボ ソー ム の 開発
センダイウイルス(SendaivirusあるいはHVJ(hemagglutinatingvirusofJapan))は,
パ ラミクソウイルス属に属す るエンベ ロープを有する一本鎖のマイナス鎖RNAウ イルス
であり,被 膜には細胞 との結合および融合を担 うHN(hemagglutininandneuraminidase)
蛋 白質 とF(fusion)蛋白質を有 している.セ ンダイウイルスの細胞への感染は,HN蛋 白
質によるウイルスの細胞への吸着 と,そ れに引き続いて起こるF蛋 白質による細胞膜 と
の融合により遺伝子が細胞内に侵入することによって成立す る6).センダイウイルスは孵
化鶏卵での増殖性が非常によく(有精卵1個 あた り約1mgの 精製ウイルスが回収できる),
多量のウイルスを容易に得ることができ,ま たpHに よらず膜融合が観察されることから,
細胞工学技術の開発には うってつけの材料である.
1979年,Uchidaらは7),センダイウイルスのHN蛋 白質 とF蛋 白質をリン脂質存在化
に界面活性剤で処理 し,ウ イルス蛋白質を膜表面に有するリボソームを再構成させること
により作製 し,そ のリボソームが細胞 との融合能を有することを示 した.し かし,再 構成
により作製 した リボソームでは,リ ボソーム内部に封入する物質に制限があることや,リ
ボソームへの物質封入率が非常に低いこと,作 製法が煩雑であ り膜融合能が安定 しない と
い った欠点があった.さ らに1985年Nakanishiらは2),センダイ ウイルス とリボソームを
37℃で反応させることにより,両者がレセプター非依存的に融合 し,そ の融合物が細胞
と融合できることを見出した.そ の後,Banghamらによって開発 された水和法8)によ り
作製 した多重膜 リボソームとセンダイウイルスを反応させ,未 反応のセンダイウイルスを
蔗糖密度勾配遠心法により除去 したセンダイウイルス ーリポソーム(センダイウイルスは
HemagglutinationVirusofJapan(HVJ)とも呼ばれるためHVJ一リボソームといわれてい
る)が開発され9-12),invivoの肝組織細胞への外来遺伝子の発現 も報告された9,10,12).し
か しなが ら,こ れ らの リボソームは精製されてお らず,細 胞 との融合能を有さない通常の
リボソームを含んでいるうえ,リ ボソーム自身のサイズ等の性質が非常に不均一であった
ため,細 胞内への物質導入効率等を明 らかにすることが不可能であった.ま た,リ ボソー
ムとして多重膜 リボソームを用いているため,リ ボソーム内への遺伝子封入効率が悪 く,
遺伝子発現効率のさらなる向上が期待できた.膜 融合 リボソームを最終的にヒ トの遺伝子
治療等に用いるためには,効 率が可能な限 り高 く,物 理 ・化学的性質が安定 していること
や,精 製 して不要な成分を除き,活 性が定量化できるなど様々な条件を満たす必要がある
と考えられる.
そ こでまず,リ ボソームを一枚膜か らな り,低分子物質か ら高分子物質に至るまで効率
よく物質を封入できることが知 られている逆層蒸発法で作製 した.さ らに,リ ボソームの
サイズを調整 した後センダイウイルスと反応 させ,未 反応のセ ンダイウイルスとリボソー
ムを除いて,均 一で細胞 との融合能を有する リボソーム(膜融合 リボソーム)のみを完全
に精製することを試みた.同 時に,膜 融合 リボソームの物理化学的性質を明 らかにすると
ともに,膜 融合活性の定量を行った.
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第一節 膜融合 リボソームの精製
センダイ ウイルス とリボソーム(直径200nmのフィルターを通 してサイズをそろえた
もの)は,サ イズはほぼ等 しいが,比 重が異なることが明らかとなった(Fig.2).そこで,
比重の差を利用 してセンダイウイルス とリボソームの融合物である膜融合 リボソームを完
全精製することを試みた.
また,精 製 されたセンダイウイルス とリボソームの融合物 と考えられる分画に,セ ンダ
イウイルス由来,お よび リボソーム由来の両成分を含んでいるかどうかの確認を行った.
この時,セ ンダイウイルス由来の成分の確認のためには,HN蛋 白質の活性である
Neuraminidase活性を指標に し,リ ボソーム由来の成分の確認のためには,生 体内で代謝
されにくく,リ ボソーム膜に対 して親和性の高い[3H]cholesterylhexadecylether13)でリ
ポソームラベル化 し,そ の放射活性を指標に評価 した.
さらに,膜 融合 リボソームが,単 にセンダイウイルスとリボソームが付着 しているので
はなく,融 合により生じたものであることを直接的に証明するため,リ ボソームに トリプ
シンを封入 し,セ ンダイ ウイルスと反応させてできた膜融合 リボソームのウイルス蛋白質
を,SDS一ポ リア クリルア ミドゲル電気泳動で解析 した.セ ンダイ ウイルスは膜表面に
HN蛋 白質 とF蛋 白質 とを有 し,内 部にはRNA,核 蛋白質であるNP蛋 白質,膜 の裏打
ち蛋白質であるM蛋 白質,ポ リメラーゼのP蛋 白質を含んでいる6).トリプシンのよ う
な高分子物質は,単 独ではウイルス内部に入ることはできないので,膜 融合 リボソーム内
部の蛋白質が トリプシンの作用を受けて消化されていれば,セ ンダイウイルスとリボソー
ムが融合 した結果 トリプシンがウイルス蛋 白質に作用 したことが考えられ る.
実験材料 と方法
(1)センダイウイルスの調製9)
センダイウイルス(Z株)の シー ド(凍結保存 した感染 しょう尿液を1,000倍希釈 したも
の)を孵化10日後のニワ トリ有精卵に0.1ml接種 し,4日間35.5℃で培養 した後,4℃
で5時 間以上おき,感 染しょう尿液を回収 した.セ ンダイ ウイルスを精製するために,感
染 しょう尿液を1,300gで10分間遠心 した後,上 清をステップ蔗糖密度勾配遠心 し(50%,
30%(w!v)蔗糖/BSS(一)(10mMTris,150mMNaCI,pH7.6))(ベックマンSW28,24,000
rpm,4℃,1時間),50%と30%蔗糖溶液の境界にくるセンダイウイルスを回収 した.
センダイウイルスを遠心(22,000g,4℃,1時間)してBSS(一)に懸濁 し,4℃ で保存する
か,あ るいは10%Dimethylsulfoxide存在下で 一80℃以下で凍結保存 した.
(2)リボソームの調製
卵黄ボスファチジルコリン(PC)(日本油脂),L一α一ジミリス トイルボスファチジン酸
(PA)(日本油脂),およびコレステロール(Cho1)(和光純薬)を4:1:5(モル比)になるよ
うにジエチルエーテル ・ジクロロメタン混液(53:47(v!v))に溶か し,逆 相蒸発法14)の変
法15)で一枚膜融合 リボソームを作製 した.す なわち,脂 質混液1mlをBSS(一)0.3mlと混
合 し,テ フロン製メンブランフィルター(0.2μm)(ADVANrEC)を通 してエマル ジョン
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を 作 製 し,ロ ー タ リー ・エバ ボ レー ター を用 い て 有機 溶 媒 を 除去 した.そ の後,BSS(一)
を1ml加 え,ポ リカ ー ボネ ー ト製 フィ ル ター(0.2μm)(Nuclepore)を用 い てサ イ ズ を調
節 した 後,ス テ ップ蔗 糖 密 度 勾 配 遠 心(15%蔗 糖1BSS(一))(ベックマ ンSW28.1,24,000
rpm,4℃,30分)に て リボ ソー ム を精 製 した.
(3)センダ イ ウイ ル ス と リボ ソー ム との反 応
セ ン ダイ ウイ ル ス(OD540(540nmにお け る濁 度)=4.0)0.5mlとリボ ソ ー ム
(OD540=2.0)1.Omlを混 合 し,37℃ で2時 間反 応 させ た(と き どき軽 く振 倒 す る).セ ン
ダイ ウイ ル ス と リボ ソー ム の融 合 体 で あ る膜 融 合 リボ ソー ム の精 製 を確 認 す るた め に,反
応 物 を50%(2.5ml),30%(6ml),12%(6ml)蔗糖/BSS(一)の上 層 に のせ,24,000rpm,
4℃ で2時 間(ベ ックマ ンSW28.1)遠心 した(ス テ ップ蔗 糖 密 度 勾 配遠 心).そ の後,密 度
の高 い順 に チ ュ ー ブ の底 か ら20の フ ラク シ ョン(各0.8ml)に分 け,OD540を測定 した.
リボ ソ ー ム の脂 質 の ラベ ル 化 に は,[3H]cholesterylhexadecylether13)(0.30ｵCi/ml;第
一・化 学)を 用 い た.
(4)Neuraminidase活性 の測 定
セ ン ダイ ウイ ル ス のNeuraminidase活性 は,Sodium(4-Methylumbelliferyl-a-D-N-
acetylneuraminate)を基 質 と して用 い たPotierらの方 法16)を一部 改 変 して 測定 した.
(5)ト リプ シ ン封 入 リボ ソー ム を用 い たセ ンダ イ ウイ ル ス と リボ ソー ム の融 合 の証 明17)
トリプ シ ン封 入 リボ ソー ム は水 系溶 媒 と してBSS(一)(pH8.0)を用 い,こ こに12,000
BAEEunit/mlのトリプ シン(WorthingtonBiochemical)と0.3%牛血 清 アル ブ ミン
(bovineserumalbumin;BSA)を溶 解 し,先 に 述 べ た 方 法 に て作 製 した.未 封 入 の トリプ
シ ン は遠 心(ベ ックマ ンSW28.1,24,000rpm,4℃,30分)にて 除 去 した.ト リプ シ ン封
入 リボ ソー ム とセ ンダイ ウイ ル ス を37℃ で1時 間 反応 させ,ス テ ップ 蔗糖 密 度 勾 配 遠 心
に よ りセ ンダ イ ウイ ル ス ・リボ ソ ー ム融 合 体(膜 融 合 リボ ソ ー ム)を 精 製 した.リ ボ ソー
ム とセ ンダ イ ウイ ル ス の反 応 は,リ ボ ソー ム か ら漏 出 した トリプ シ ンに よ りセ ンダイ ウイ
ル ス が 消 化 され る こ とを 防 ぐた め,封 入 され た トリプ シン を十 分 に 中和 で き る量 の
soybeantrypsininhibitor(Sigma)存在 下 で 行 った.精 製 したセ ンダ イ ウイ ル ス ・リボ ソー
ム 融 合体 を さ らに37°Cで2時 間 反 応 させ,還 元 条 件 下 で9%SDS一ポ リア ク リル ア ミ ド
ゲル 電 気泳 動 を行 った.電 気 泳 動 後,commassiebrilliantblueにて 染 色 を行 い,
Macintosh(Apple)のNIHImagever1.44(NIH,ResearchServiceBranch)にて イ メ ー ジ
ング解 析 を 行 った.
実 験結 果 お よび老 察
リボ ソー ム,リ ボ ソー ム とセ ンダ イ ウイル ス の 反応 物,お よび セ ンダイ ウイ ル ス を,ス
テ ップ蔗 糖 密 度 勾 配遠 心 で処 理 した ときの各 フ ラ ク シ ョン のOD540をFig.2に示す.リ ポ
ソー ム は,約5%蔗 糖 密 度 溶 液 分 画(比 重約1.02)であ る フ ラ ク シ ョン18か ら20
のTopフ ラ ク シ ョンに,セ ンダ イ ウイル ス は約40%蔗 糖 密 度 溶液 分 画(比 重 約1.17)の
フ ラ ク シ ョン3か ら5のBottomフ ラク シ ョン に存 在 して い た.一 方,リ ボ ソー ム とセ ン
ダイ ウイ ル ス の反 応 物 は,リ ボ ソー ム分 画 のTopフ ラ ク シ ョン とセ ンダ イ ウイ ル ス分 画
のBottomフラク シ ョン に加 え,リ ボ ソー ム とセ ンダ イ ウイ ル ス の 申 間 の約22%蔗 糖 密
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Fig.20pticaldensityofthefractionsafter
stepwisesucrosegradientcentrifugation
OnemililiterofliposomeswithODsaoof2.Owas
incubatedwithO.5mlofSendaiviruswithODsao
of4.Oat37°Cfor2hwithgentleshaking.Then
thesolutionwascentrifugedbystepwisesucrose
gradientcentrifugation(●).Asaoontro1,1mlof
liposomeswithODaaoof2.0(o)andO.5mlof
SendaiviruswithOD5400f4.0(○)werealso
centrifuged.Eachfranctionwascollectedfrom
thebottomofthetubeandODsaowas
measured.
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度溶液分画(比重約1.09)であるフラクション10から12のMiddleフラクションにも粒子
が存在 していた.こ れ らの結果は,リ ボソームとセンダイウイルスを反応させることによ
り,リ ボソームやセンダイウイルス とは明らかに異なった粒子が生じていることを示 して
いる.さ らに,新 たに生 じたMiddleフラクシ ョンはリボソーム とセンダイウイルスのち
ょうど中間の比重であることか ら,リ ボソームとセンダイウイルスが1:1の比で融合 し
た融合体を含んでいる可能性が示唆された.ま たこの時,フ ラクション10から12に存在
する粒子の濁度は,全 体の濁度の18%で あった.
そこで次に,Middleフラクションに存在する粒子が,リ ボソーム とセ ンダイ ウイルス
の融合物であるか どうかを調べるため,こ のフラクションに リボソームおよびセ ンダイウ
イルス由来の両成分が含まれているかどうかについて検討 した.Fig.3は,センダイウイ
ルス,お よび リボソーム とセンダイ ウイルスの反応物を,ス テップ蔗糖密度勾配遠心で処
理 した ときの各フラクションのNeuraminidase活性を,Fig.4はリボソーム,お よび リポ
ソーム とセンダイウイルスの反応物を,ス テップ蔗糖密度勾配遠心で処理 したときの各フ
ラクションの リボソーム膜中の[3H]cholesterylhexadecyletherに由来する放射活性を示
したものである.セ ンダイウイルスの場合,Neuraminidase活性はOD540が検出された
Bottomフラクションにのみ観察されたのに対 し,リ ボソームとセンダイ ウイルスの反応
物では,セ ンダイウイルス分画のBottomフラクシ ョンと,リ ボソームとセンダイ ウイル
スの融合体を含んでいると考えられるMiddleフラクシ ョンにも観察 された.一 方,リ ポ
ソームに由来する放射活性は,リ ボソーム単独では リボソーム分画のTopフラクシ ョン
一6一
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Fig.3 Neuraminidase activity of the fractions after 
stepwise sucrose gradient centrifugation 
One mililiter of liposomes with  OD54o f 2.0 was 
incubated with 0.5 ml of Sendai virus with  OD54o f 4.0 
at  37  °C for 2 h with gentle shaking. Then the solution 
was centrifuged by stepwise sucrose gradient 
centrifugation  (•). As a control, 0.5 ml of Sendai 
virus with  °Dm() of 4.0 (0) were also centrifuged. 
Each franction was collected from the bottom of the 
tube and neuraminidase activity was measured.
Fraction Number
Fig.4 Radioactivity of  r3HFcholesteryl hexadecyl 
ether of the fractions after stepwise sucrose 
gradient  centrifugation 
One mililiter of the liposomes labeled with  [311- 
cholesteryl hexadecyl ether with  OD54o f 2.0 was 
incubated with 0.5 ml of Sendai virus with OD54o f 4.0 
at 37 °C for 2 h with gentle shaking. Then the solution 
was centrifuged by stepwise sucrose gradient 
centrifugation  (•). As a control, 1 ml of liposomes 
with  OD54o f 2.0 (0) were also centrifuged. Each 
franction was collected from the bottom of the tube 
and radioactivity was measured.
Fig. 5  Electrophoretic analysis of  Sendai  virus-liposome complex 
Sendai virus was incubated with liposomes containing 12,000 BAEE  units/ml of trypsin or 
empty liposomes at 37 °C for 2 h. Sendai  virus-liposome complex was purified by 
stepwise sucrose gradient centrifugation. Then, 130 pg of protein of each sample was 
applied to SDS-polyacrylamide gel (9  %) after boiling for 3  min in the presence of 2.5 % of 
2-mercaptoethanol, and was stained with Coomassie Brilliant Blue (A). Densitography 
analysis was performed by NIH-image attaching Apple Macintosh computer (B). 
(lane 1) Molecular weight marker 
(lane 2) Complex of Sendai virus and liposomes containing trypsin 
(lane 3) Complex of Sendai virus and empty  liposomes
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にのみ存在 していたのに対 し,リ ボソームとセンダイ ウイルスの反応物では,Topフラ
クシ ョン,Middleフラクション,お よびBottomフラクシ ョンの全ての分画に存在 して
いた.こ れ らの結果は,Middleフラクションには,セ ンダイウイルスに由来する成分 と,
リボソームに由来する成分の両者を含んでいることを示 してお り,こ の分画が,セ ンダイ
ウイルス とリボソームの融合体である膜融合 リボソームである可能性が考えられた.
Bottomフラクションに リボソームに由来する放射活性がみ られたことは,サ イズの小
さい リボソームが(0.gumのフィルターを通 して リボソームのサイズを調節 しているが,
大きな リボソームのサイズを除いただ けで,0.gum以下の小さな リボソームは含んでい
る)センダイ ウイルスと融合 し,融合体の比重 としてはセンダイウイルスとあまり変わ ら
なかった粒子を含んでいることを反映 したものと考えられた.
これまでの結果から,Middleフラクシ ョンが,リ ボソームとセンダイウイルスの融合
体である膜融合 リボソームである可能性が強 く示唆されたが,こ れが本当に リボソーム と
センダイウイルスの融合体であるか どうかについては明 らかではない.す なわち,単 なる
両者の複合体である可能性が考えられる.そ こで,Middleフラクションが リボソーム と
センダイウイルスの融合体であるか否かの検討を行った(Fig.5).空のリボソームをセン
ダイウイルスと反応させたときのMiddleフラクションを,SDS一ポ リアク リルア ミドゲル
電気泳動で処理すると,セ ンダイウイルスのP蛋 白質(分子量79,000),HN蛋白質(分子
量72,000),NP蛋白質(分子量60,000),F1蛋白質(分子量51,500),M蛋白質(分子量
34,000)6)のバン ドがみ られたが,ト リプシンを封入 した リボソームとセンダイウイルス
を反応させた ときでは,ウ イルス内部に存在するP,NP,M蛋 白質が消化 されていた.
高分子物質である トリプシンは,通 常の状態ではウイルス内部に入れないこと,リ ボソー
ムとセンダイウイルスの反応溶液中にはsoybeantrypsininhibitorが含まれており,リ ポ
ソームの外側には全く活性のある トリプシンは含まれていないことを考えると,リ ボソー
ム内に封入されている トリプシンが,リ ボソームとセンダイウイルスの融合によってウイ
ルス内部に入 り,ウイルス内部の蛋 白質に対 して作用 したもの と考えられる.こ れ より,
Middleフラクションに含まれる粒子は,リ ボソームとセンダイウイルスの融合体である
ことが明らかとなった.
以上の結果,蔗 糖密度勾配遠心法を利用することにより,リ ボソームとセンダイウイル
スの反応物から融合 しなかった リボソームとセンダイウイルスを除き,両 者の融合体であ
る膜融合 リボソームのみを完全に精製することに成功 した.
第二節 膜融合 リボソームの物理 ・化学的性質
前節において,比 重の違いを利用することにより,セ ンダイ ウイルスとリボソームの反
応物か ら,両 者の融合体である膜融合 リボソームを完全に精製することに成功 した.そ こ
で,膜 融合 リボソームの物理 ・化学的性質を明 らかにするため,セ ンダイウイルス,リ ポ
ソーム,膜 融合 リボソームの粒子径測定,お よび電子顕微鏡観察による検討を行った.
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実験材料 と方法
(1)粒子径測定
センダイ ウイルス,一 枚膜 リボソーム,お よびセンダイ ウイルス と一枚膜 リボソームの
融合体である膜融合 リボソームを,レ ーザー光散乱法(Sub-micronparticleanalyzer
modelN4SD;COULTER)で粒子径を解析 した.
(2)電子顕微鏡観察
センダイウイルス,一 枚膜 リボソーム,お よび膜融合 リボソームを2.5%グルタールア
ルデヒ ド/0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)で4°C,2時間固定 し,さ らに1%四 酸化オスミ
ウム/0.075Mリン酸緩衝液(pH7.4)で4℃,2時間固定 した.10%蔗 糖水溶液で5回
洗浄後,2%酢 酸ウラニルで室温,2時 間処理 した.エ タノール脱水後,エ ポキシ包埋 し,
透過型電子顕微鏡で観察 した.
(3)その他の実験方法
膜融合 リボソームのセンダイ ウイルスに由来する蛋白量は,牛 血清アルブ ミン(BSA)
を標準物質 としてBio-Radproteinassaykit(Bio-Rad)を用いて測定 した.
膜融合 リボソームのセ ンダイウイルスに由来す る赤血球凝集活性は,Katoらの方法9)
に準 じて測定 した.
実験結果および考察
Fig.6に,リボソーム,セ ンダイ ウイルス,お よび膜融合 リボソームの粒子径を,レ ー
ザー光散乱法で解析 した結果を示す.リ ボソーム,セ ンダイウイルスの平均粒子径はそれ
ぞれ304nm,332nmであるのに対 し,膜融合 リボソームは両者が1:1の比で融合 した
と考えられる379nmであった.
これ らの粒子を電子顕微鏡で観察すると(Fig.7),精製された膜融合 リボソームはセ ン
ダイウイルスと構造が似てお り,膜表面には細胞 との結合 ・融合をにな うスパイク構造が
観察 された.し か し,セ ンダイウイルスの内部には比較的密にヌクレオキャップシ ドが存
在 しているのに対 し,膜融合 リボソームの内部にはヌクレオキャップシ ドの一部が観察さ
れるものの,大 部分は リボソームに由来する空洞で占められていた.
これ らの結果か ら,膜融合 リボソームは,セ ンダイウイルス粒子 とリボソームが1:1
の比で融合 してできたほぼ均一な単分散を示す粒子であり,そ の表面にセンダイウイルス
のスパイク蛋白質を有 した粒子であることが明らかになった.
また,セ ンダイウイルスがOD540=1.0あた り,1.Omg/mlの蛋白質を含んでいるのに
対 し,膜 融合 リボソームはOD540=1.0あた り,0.78mg/mlの蛋白質を含んでいた.赤 血
球凝集活性については,膜 融合 リボソームはセンダイウイルスと同等の15,000
hemagglutinatingunits(HAU)/mlを示 した.こ れ らの結果からも,膜融合 リボソームが
センダイ ウイルス由来のスパイク蛋 白質を有 した粒子であることが示唆された.
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Fig.6 Diameter of liposome, fusogenic liposome, 
and  Sendai virus 
Diameter of the liposomes sized with 0.2 pm of 
polycarbonate membrane, fusogenic liposomes, and 
Sendai virus were measured with submicron particle 
analyzer.
 Fig.7 Structure of  unilamellar liposome (A),  unilamellar fusogenic 
 liposome (B) and  Sendai virus (C). Scale bar, 100 nm.
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第三節 ジフテ リア毒素フラグメン トAを 用いた,膜 融合 リボソームの細胞 との融合能
の評価
センダイ ウイルスとリボソームの融合により生じた粒子(膜融合 リボソーム)が,セ ン
ダイウイルスと同様に,細 胞への融合活性を有しているかどうかを調べるため,膜 融合 リ
ボソームにジフテ リア毒素フラグメン トA(DTA)(分子量約62,000)を封入 し,殺細胞効
果を調べることにより膜融合能を評価 した.
DTAは,ジ フテリア菌によって産生されるジフテリア毒素のAフ ラグメン トであ り,
1分子でも細胞質内に導入されれば,蛋 白質合成系のポ リペプチ ド鎖延長因子elongation
factor2(EF-2)をADP一リボシル化することによって蛋白質合成を阻害 し,細 胞を傷害さ
せることができる強力な毒素である18,19).しかしなが ら,フ ラグメントAは,毒 素感受
性細胞上の毒素レセプターを識別 ・認識 し,フ ラグメン トAを 細胞内に送 り込む働きを
しているフラグメン トBを 欠いているため,単 独では細胞内に入ることができない.そ
のため,リ ボソームに封入されたDTAは,膜 融合により細胞質内に導入されなければ全
く毒性を示さないことになる.こ のように,DTAは リボソームによる細胞質内への物質
導入を評価するマーカーとして非常に優れた物質である.
また,膜 融合 リボソームの膜融合能が,セ ンダイウイルスのエンベロープ蛋白質である
HN蛋 白質 とF蛋 白質の働きに依存 したものであるか否かを調べるため,膜 融合 リボソー
ムをジチオスレイ トール(DTT)で処理することによりHN蛋 白質20,21)を,トリプシンで
処理することによりF蛋 白質22)を選択的に不活化 したときの膜融合能について検討 した.
さらに,様 々な細胞種に対する膜融合 リボソームの作用を調べることにより,その活性
の種特異性,組 織特異性についての検討も加えた.
実験材料 と方法
(1)細胞培養
マウス線維芽細胞L,ヒ ト子宮頚癌HeLa細胞,サ ル腎上皮細胞LLCMK2,イヌ腎上
皮細胞MDCK,ヒ ト肝癌HepG2細胞(大阪大学薬学部西原力先生,今 川正良先生より
供与)は10%牛 胎児血清(fetalcalfserum;FCS)を含むイーグルMEM培 地(ニ ッスイ)
で培養 した.ラ ットC6グリオーマ細胞はダルベ ッコ変法イーグル培地(DMEM,ニ ッス
イ)(10%FCS含有)で培養した.チ ャイニーズハムスター線維芽細胞CHOはF12培 地(
ニッスイ)で培養 した.ヒ ト神経芽腫NB-1細胞,ヒ トT細 胞由来白血病細胞MOLT-4は
RPMI1640(ニッスイ)(10%FCS含有)で培養 した.ウ シ大動脈由来血管内皮細胞
(Bovineaorticendothelialcells;BAEC)は剥離法により採取 し,DMEM(10%FCS含有)
で培養 した.実 験には5-7継代 目のものを用いた.ウ サギ肝細胞は初代培養後,simian
virus40(SV40)でトランスフォームし,イ ーグルMEM培 地(10%FCS含有)で培養 した.
ヒ ト皮膚線維芽細胞は初代培養 し,イ ーグルMEM培 地(10%FCS含有)で培養 した.ヒ
ト大動脈血管内皮細胞はクラボウ社か ら供与されたものを用い,E-GMUV培地(クラボ
ウ)で培養 した.初 代培養ヒトリンパ球細胞は,ヒ ト末梢血 よりMONO-POLYResolving
Medium(第日本製薬)を用いて単離 し23・24),RPMI1640(12mMHepes,50mM2一メルカ
ー11一
プ トエ タ ノー ル,5μg!lnlPhaseolusvulgarisAgglutinin-P,10%FCS含有)で 培 養 した.
(2)ジフ テ リア 毒 素 フ ラ グ メ ン トA(DTA)の 調 製
DTAは,CorynebacteriumdiphtheriaeC7(β)の変 異 菌C7hm7210(β22)が合 成 す る
ジ フテ リア 毒 素 フ ラ グ メ ン トAと 同 じ構 造 の変 異 毒 素CRM22を,Uchidaらの 方 法7)を
一 部 変 法 して 精 製 した .C7hm7210(β22)は,C7(β22)培地(ModifiedC-Y培地2,000
ml/50%maltose100ml/1mg/mlFeC121ml)で培 養 した 後,10,000rpm,4°Cで20分間
遠 心 し,上 清 を限 外 濾 過(Mini-tan,Millipore,分画 分 子 量10,000)にて 濃 縮 した.こ れ
を50%-80%硫 酸 ア ンモ ニ ウム分 画 で 塩 析 し,オ クチ ル セ ル ロ フ ァイ ン(生 化学 工 業),
DEAEセ ル ロフ ァイ ン(生 化 学工 業)で 精 製 した.精 製 した 蛋 白質 は,ポ リア ク リル ア ミ
ドゲ ル 電 気 泳 動,お よびelongationfactor2(EF2)のADPリボ シル 化 活性 に てDTAで あ
る こ とを確 認 した.調 製 したDTAが ジ フテ リア 毒 素 を含 ん で い な い こ とは,毒 素 に 高 感
受 性 のVero細 胞 に対 して,100μg!mlの濃 度 にお い て も全 く細胞 毒 性 を示 さない こ とか
ら確 認 した.
(3)DTAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム の調 製
DTAを0.2mg含 ん だBSS(一)0.3mlを用 い,第 一節 に 準 じた 方 法 で 一枚 膜 リボ ソー ム
を作 製 し,セ ンダ イ ウイ ル ス と反 応 させ て 膜 融 合 リボ ソー ム を得 た.実 験 に用 い る 直 前 に,
紫 外線 照 射(2,000J/m2)する こ とに よ りセ ンダ イ ウイル ス のRNAを 断 片 化 した.こ の 条
件 下 に お い て は,セ ン ダ イ ウイ ル ス の膜 融 合 能 は全 く影響 を受 けな か った.
(4)膜融 合 リボ ソー ム のHN,F蛋 白質 の不 活 化
膜 融 合 リボ ソー ム の セ ンダ イ ウイ ル ス に 由来 す るHN蛋 白質 の 不 活 化 は,ジ チオ ス レ
イ トー ル(DTT)処 理 す る こ とに よ り行 っ た20・21).すな わ ち,BSS(一)(pH8.4)に懸 濁 した
膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=2.0)を,1mMDTTで37°C,30分間処 理 した.膜 融 合 リポ
ソー ム とDTTは,ゲ ル 濾 過(セ フ ァデ ック スG25)で分 離 した.
膜 融 合 リボ ソー ム のF蛋 白質 の不 活 化 は,ト リプ シ ン処 理 す る こ とに よ り行 った22).
す な わ ち,BSS(一)(pH7.6)に懸 濁 した膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=2.0)を,150BAEE
unit!mlのトリプ シ ン(WorthingtonBiochemical)で37°C,2時間処 理 した.反 応 停 止 は,
soybeantrypsininhibitor(Sigma)を加 え る こ とに よ り行 い,さ らに遠 心(ベ ック マ ン
SW28.1,24,000rpm,4℃,30分)によ り膜 融 合 リボ ソー ム を精 製 した.
(5)赤血 球 溶 血 活 性
セ ンダ イ ウイ ル ス の 赤血 球 溶血 活 性 はHsuら の 方 法25)を一 部 改 変 して 行 った.す な わ
ち,新 鮮 な ヒ ト赤血 球 をBSS(一)に懸 濁 し(1%,v!v),センダ イ ウイ ル ス(final
OD540=0.02)と4°Cで1時間,そ の後37°Cで30分 間処 理 した.1,500g,4℃で15分
間 遠 心 し,上 清 の ヘ モ グ ロ ビン量 を吸 光 波 長540nmに お け る吸 光 度 を測定 す る こ とに よ
り評 価 した.
(6)コロニ ー 形 成 法 に よ る細胞 毒 性 の評 価
L細 胞 を35一㎜ デ ィ シ ュあ た り500個播 種 し,12時 間 後 にBSS(+)(BSS(一)1こ2mM
Ca(ユ2を加 えた もの)で 細胞 を洗 浄 し,BSS(+)に懸 濁 した サ ンプ ル を細胞 に加 え た.細
胞 を4℃ で30分,そ の後37°Cで30分 間処 理 し,MEMで 洗 浄 した 後,MEM(10%
FCS含有)で1週 問培 養 した.細 胞 を70%メ タ ノー ル で 固定 し,0.01%クリス タル バ イ
ー12一
オ レッ ト液で染色 した後,コ ロニー数を測定 した.
(7)蛋白合成能の測定
細胞を24穴プレー トに5×105個播種 し,24時間後サンプルを上記(6)の方法に準 じ
て作用 させた.24時間培養 した後,細 胞をメチオニンを含まないMEMで 洗浄 し,1-20
μC伽1の[35S]メチオニン(Amersham)を含むMEMで37℃ で1時 間パルスした,ト リ
クロロ酢酸不溶性画分に含まれる放射活性を,液 体シンチレーションカウンターで測定 し
た.
なお,そ の他の実験方法については,前 節 までに記載の操作法に従った.
実験結果および考察
Fig.8にL細胞に対するDTAを 封入 した膜融合 リボソームの毒性を,コ ロニー形成法
で検討 した結果を示す.紫 外線照射することによってウイルスRNAを 断片化 したセ ンダ
イ ウイルス,お よびDTAを 封入 した通常の リボソームでは全く毒性を示 さなかったが,
DTAを封入 した膜融合 リボソームでは濃度依存的にコロニー数の減少が認められ,
OD540=0.003以上の濃度では,100%全ての細胞にDTAを 導入することが可能であった.
また,膜 融合 リボソームはRNAを 不活化 していないintactなセンダイウイルスとOD540
換算でほとん ど同一の毒性を示 した.膜 融合 リボソームはセンダイウイルスとほぼ同じ大
きさであることか ら(Fig.6),粒子の濁度が同じな らば同じ数の粒子が存在すると仮定す
ると,膜 融合 リボソームはセンダイウイルス とほぼ同程度の膜融合能を有していると結論
された.さ て,intactなセンダイ ウイルスの感染により50%の細胞が死滅するとき,溶
液申には3x106個のウイルスが存在することが知 られている.DTAを 封入 した膜融合 リ
ボソームが,50%の 細胞を死滅 させるときのOD540は0.0002であるので,膜 融合 リポ
ソームのOD540=1.0の溶液 中には約1010個/mlの細胞と融合できる粒子が存在 している
と推定された.
膜融合 リボソームを作製する際の,リ ボソームの脂質電荷が膜融合活性に及ぼす影響に
ついて検討 した ところ,陽 性荷電のステア リルア ミンを含んだ リボソームや,電 気的に中
性のPCとCholだけか らなるリボソームを用いた ときよりも,PA,PC,Cholからなる
陰性の リボソームの方が約10倍活性が高かった(データーは示さず).そこで本研究にお
いては,PA,PCCholからなる陰性電荷を帯びた リボソームを用いて膜融合 リボソーム
を作製す ることに した.
次に,こ のようなDTAを 封入 した膜融合 リボソームの膜融合能が,セ ンダイ ウイルス
のエンベ ロープ蛋白質のHN蛋 白質 とF蛋 白質の両蛋 白質の活性に依存 したものである
か どうかを検討 した(Fig.9).センダイウイルスのHN蛋 白質は,分 子間ジスルフィ ド結
合で分子量が同一か,あ るいはほとんど等しいサブユニットが結合 したオ リゴマーとして
存在 してお り21),この結合はSH反 応性の試薬であるDTT等 の還元剤により容易に切断
され,そ の生物活性である細胞 との結合能 とNeuraminidase活性を消失することが知 ら
れている20・21).またDTT等 の還元剤に対する感受性は,HN蛋 白質の方がF蛋 白質より
も強 く,HN蛋 白質の活性を選択的に消失 させることが可能である21).一方,F蛋白質(分
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Fig.BEffectoffusogenicliposomescontainingDTAoncolony
formationofmouseLcells
FivehundredLcellswereseededin35-mmdishes.Tenhourslater,
themediumwasremoved,andthecellsweretreatedwithvarious
◎oncentrationsoffusogenicIiposomescontainingDTA(●),
liposomes◎ontainingDTA(△),UV-inactivatedSendaivirus(匸⊃or
intactSendaivirus(0)at4°Cfor30min.Thenthecellswere
furthertreatedat37°Cfor30min,andwerewashedoncewith
chilledmedium.Thecellswereculturedinfreshmediumforone
week,fixedwfthmethanol,andstainedwithcrystalvioletfor
countingthenumberofcolonies.Viabilitiesareindicatedas%of
control.Numberofcoloniesareshownasaverageofduplicate
assays.
Table1.EffectofDTTandtrypsinonneuraminidaseandhemolysisactivity
ofSendaivirus
Treatment NeuraminidaseActivityHemolysisActivity
(%ofintact)(%ofintact)
DTTlmM
Trypsin
150BAEEunits/ml
0.5
74.2
0.7
o.o
Sendaivirus(°Ds,o=2.°)weretreatedwithlmM°fdithi°threit°1(DTT)at37°Cf°r3°min,°r
with150BAEEunitslmloftrypsinat37°Cfor2h.Neuraminidaseandhemolysisactivitiesof
Sendaivirusweredetermined.Dataareindicatedas%ofintactSendaivirus.Eachdatum
representsaverageofduplicateassays.
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Flg.9Fusionactivityoffusogenicliposomesdepends
onthebioaotivityofHNandFprotein
FusogenicliposomesweretreatedwithlmMof
dithiothreitol(Dl'ntoinactivateHNprotein,orwith150
BAEEunits/mloftrypsintoinactivateFprotein.
CytotoxicityoffusogenicliposomescontainingDTAwas
measuredbythecolonyformationassayinLcells
describedinFig.8.
-f‐Intactfusogenicliposome
十FusogenicliposometreatedwithlmMofDTr
‐a‐FusogenicIipOSOmetreated
with150BAEEunits/mloftrypsin
Numberofcoloniesareshownasaverageofduplicate
assays.
子量66,000)は,細胞 との融合を担 う活性を有しているF1蛋白質(分子量51,000)と,F2
蛋白質(分子量15,000)とか らなっているが,F1蛋 白質は トリプシンによりFla(分子量
32,000)とFlb(分子量19,000)に切断され,生 物活性を失 うことが知 られている26).また,
トリプシンに対す る感受性は,F蛋 白質の方がHN蛋 白質 よりも強 く,F蛋 白質の活性を
選択的に消失させることが可能である26).そこで,セ ンダイウイルスを,DTTで 処理す
ることによりHN蛋 白質を,ト リプシンで処理することによりF蛋 白質を選択的に不活
化することができるかどうかを,そ れぞれNeuraminidase活性,赤 血球溶血活性を測定
することにより検討 した(Table1).その結果,セ ンダイウイルスをDTTlmMで 処理す
ることによりNeuraminidase活性は完全に消失 した.こ の時の赤血球溶血活性 も完全に
一14一
消失していたが,赤 血球溶血活性はHN蛋 白質 とF蛋 白質のtotalの活性であ り,
Neuraminidase活性が消失 したために赤血球溶血活性 も消失 したことが考え られる.そ こ
で,セ ンダイ ウイルスと赤血球を小麦胚芽凝集素(wheatgermagglutinin;WGA)で架橋
させたところ,赤 血球溶血活性が観察 され,こ の条件下においてはF蛋 白質の生物活性
まで消失 していないことが確認された(データーは示 さず).また,セ ンダイ ウイルスを
トリプシン150BASEunits/mlで処理することにより,Neuraminidase活性は保持 してい
るが(コン トロールの74.2%),赤血球溶血活性は完全に消失 させることが可能であった.
そこで,こ のような条件でDTA封 入膜融合 リボソームをDTT,お よび トリプシン処
理 し,細 胞への融合活性に及ぼすHN蛋 白質 とF蛋 白質の生物活性の影響について検討
した(Fig.9).その結果,HN蛋 白質 とF蛋 白質のどちらか一方の生物活性が消失 してい
ても,DTAを 封入したセンダイウイルス ・リボソーム融合体は全く膜融合能を示 さなか
った.F蛋 白質のみを不活化 したセンダイ ウイルス ・リボソーム融合体では,HN蛋 白質
の働きによって積極的に細胞表面に結合できると考え られるが,こ のような条件下におい
ても細胞毒性を示さなかったことは,こ の リボソームがたとえエン ドサイ トーシスで細胞
内に取 り込まれても,DTAは 細胞質内には移行 しなかったことを示 している.こ れ らの
結果から,膜 融合 リボソームはその封入物質を,セ ンダイウイルスのHN蛋 白質 とF蛋
白質の両蛋 白質の働きによって,融 合により直接細胞質内に導入 していることが明らか と
なった.
次に,様 々な組織細胞に対 してDTAを 封入 した膜融合 リボソームを作用 させ,蛋 白合
成阻害活性を調べることにより膜融合 リボソームの作用域について検討 した.膜 融合 リポ
ソームの作用の種特異性について,ヒ ト(HeLa),サル(LLCMK2),ウシ(初代培養大動
脈血管内皮細胞),イ ヌ(MDCK),マウス(L),ラッ ト(C6グリオーマ),ハムスター
(CHO),ウサギ(SV40transformedhepatocyte)の細胞を用いて調べたところ,感 受性の
違いはわずか2-3倍と非常に小さいものであった(Fig.10).また,ヒ トの細胞を用いて組
織特異性について検討したところ,膜 融合 リボソームは子宮頚癌(HeLa),肝癌(HepG2),
線維芽細胞(初代培養皮膚線維芽細胞),血管内皮細胞(初代培養大動脈血管内皮細胞),
リンパ腫(MOLT-4),神経芽腫(NB-1)に対してほとんど同じ効率で融合することが判明
した(Fig.11).このような低い特異性は,セ ンダイウイルスのレセプターが,シ アル酸を
含む複合糖鎖 とい う普遍的な物質であることを反映 しているものと考え られた27).調べ
た限 り唯一の例外は初代培養 ヒトリンパ球であ り,約70%の 細胞が感受性を持 っていな
かった.こ の理由については明らかではないが,セ ンダイ ウイルスはシアル酸を含む複
合糖鎖全てをレセプターとしているわけではないことか ら(センダイウイルスのレセプタ
ーは,現 在においても正確には分か っていない)28凾31),ヒトリンパ球がセンダイウイルス
の本来のレセプターを欠いていることが考えられる.詳 しいメカニズムについては今後の
研究課題である.
ところでこの膜融合 リボソームは,安 定性に関 して も非常に有利な点を有 していた.膜
融合 リボソームは,セ ンダイ ウイルスと同様に遠心操作で濃縮 して も活性の低下は起こら
ず,4°Cで 保存すれば1週 間以上は活性が安定であった(データーは示さず).また,10
%ジ メチルスルフォキシ ド(DMSO)存在化で液体窒素中で凍結保存 しても全く活性が低
下しなかった(データーは示 さず).このような性質は製剤としての安定性からみて も信
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Flg.10Speciesspeciftcfusionoffusogenicliposomes
FusogenicliposomescontainingDTAwereincubatedwith
variouscellsat4°Cfor30min,and37°Cfor30min.The
cellswerewashedoncewithchilledmedium,andculturedwith
normalmediumfor24h.Thenthecellswerepulse-labeled
with[35S]methionine,and[35S]countsincorporatedintoTCA-
precipitablematerialswereexamined.
口,Human(HeLa);■,Monkey(LLCMK2);△,Bovine
(primarybovineaorticendothelialcells);o,Canine(MDCK);
・,Mouse(L);・,Rat(Cs);o,Hamster(CHO);X,Rabbit
(SV40transformedhepatocytes)
Eachpointrepresentsaverageofduplicateassays.
頼できるものであると考えられる.
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Fig.11TissuespecificfusionoffusogenicIiposomes
FusogenicliposomescontainingDTAwereincubatedwith
variouscellsat4°Cfor30min,and37°Cfor30min.Thecells
werewashedoncewithchilledmedium,andculturedwith
normalmediumfor24h.Thenthecellswerepulse-labeledwith
[95S]methionine,and[35S]countsincorporatedintoTCA-
precipitablematerialswereexamined.
口,HeLa(epitheoidcarcinoma,cervix);oHepG2(human
hepatoblastoma);　,Fibroblast(primaryhumanskin
fibroblast);・,Endothelialcells(primaryhumanaortic
endothelialcells);a,MOLT-4(humanlymphoma);・,NB-1
(humanneuroblastoma);x,Lymphocyte(primaryhuman
lymphocyte)
Eachpointrepresentsaverageofduplicateassays.
第四節 小括
センダイウイルスのエンベ ロープ蛋白質を利用 した細胞 との融合能力を有 した リボソー
ムの開発は,Uchidaらをはじめ種々報告されている2,5,7,8,10,14,12,15,32-40).また,セ ンダイ
ウイルス と同様エンベ ロープウイルスであるイ ンフルエンザウイルスのエンベロープ蛋白
質を利用 した膜融合能を有 したリボソームも開発 されている3&40).これ らは主に脂質膜
とエンベ ロープ蛋白質を界面活性剤で処理 し,徐 々に界面活性剤を除去 してエンベ ロープ
蛋白質を脂質膜に再構成 させる方法や7,34,35,37-40),超音波処理によってウイルスの膜に一一
時的に穴をあけ,外 部の物質をウイルスの内部に封入する方法32)で作 られていた.し か
しこれ らの方法では,リ ボソーム内部に封入する物質に制限があることや リボソームへの
物質の封入効率が非常に低い こと,操 作が煩雑であ り膜融合能が安定 しない といった欠点
を有 していた15).
本章では,セ ンダイウイルスとリボソームを1:1の比で融合させることにより,セ ン
ダイウイルスの膜融合能を有 した膜融合 リボソームを開発 し,そ の完全精製,物 理化学的
性質の解析,細 胞内への物質導入活性の検討を行 った.こ のような方法で膜融合 リボソー
ムを作製す ることによって,リ ボソームへの物質封入効率を上昇させるために逆相蒸発法
で作製 した一枚膜 リボソームを用いることができること,セ ンダイウイルスのHN蛋 白
質 とF蛋 白質の リボソーム中での存在比が,本 来 ウイルスが有 している割合 と同一にな
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り,再 現性よく,効 率のよい膜融合 リボソームが作製できるようになった.さ らに,均 一
な粒子を完全精製することによって活性の定量化が可能とな り,膜融合 リボソームの細胞
内への物質導入活性がはじめて明らかになった.
ステ ップ蔗糖密度勾配遠心法を用いて未反応のセンダイウイルスとリボソームを除き,
完全精製された膜融合 リボソームは,セ ンダイウイルスよりやや大きい直径約379nmで
あり,膜 表面にはセンダイウイルスのスパイク蛋白質を有 していた.DTAを 膜融合 リポ
ソームに封入 し,そ の細胞毒性を指標に膜融合活性を検討 したところ,膜 融合 リボソーム
はintactなセンダイウイルスとほぼ同等の活性を有 し,OD540=1.0の溶液中には約1010
個/mlの細胞 と融合できる粒子が存在 しているものと推定された.さ らに,そ の膜融合活
性は,調 べた限り初代培養 ヒ トリンパ球を唯一の例外 として,種 や組織を問わず,ほ とん
ど同じであった.ま た,膜 融合 リボソームの細胞内への物質導入活性は,膜 表面に存在す
るセンダイウイルスのHN蛋 白質 とF蛋 白質に依存 したものであり,膜 融合 リボソーム
はセンダイウイルスの膜融合活性をそのまま保持 したものであることが明 らかとなった.
細胞質内への物質導入を行 うためのキャリアー としては,膜 融合 リボソームの他に
Huangらの開発 したpH感 受性 リボソーム(pH-sensitiveliposome)がある41'44).このリ
ボソームは,エ ン ドサイ トーシス経由で細胞に取 り込まれた後,エ ン ドソームの酸性条件
下でリボソームの膜構造が乱れ,封 入物質が細胞質内に移行するように設計されたもので
ある.し か し,DTAを 封入して細胞の蛋白合成阻害活性を指標 として細胞質内への物質
導入効率を調べたところ,膜 融合 リボソームでは低濃度においても100%すべての細胞
にDTAを 導入することができたのに対 し(Fig.9),pH感受性 リボソームでは,調 べた限
りの最高濃度においても,100%の蛋白合成阻害活性は得 られず(50-70%),膜融合 リポ
ソームに比べかな り低い42,44).このように,ウ イルスの感染能を利用 し,さ らに膜融合
能を全 く損な うことなくリボソーム膜にセンダイ ウイルスのエンベ ロープ蛋白質を付与す
ることができる本膜融合 リボソームは,pH感 受性 リボソームのような化学的な方法に比
べ,非 常に効率がよいことが明らかになった.
そこで以降の章では,本 膜融合リボソームにDTAを 封入 し,そ の癌治療への応用,さ
らには遺伝子治療用ベクターとしての特徴,応 用について検討 した.
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第 二 章 ジ フテ リア 毒 素 フ ラ グ メ ン トA(DTA)を 封 入 した膜 融 合 リボ ソ ー
ム の癌 治 療 へ の応 用
現在,癌 化学療法において主に用い られている抗癌剤は,癌 細胞に対する強い殺作用が
ある反面,正 常組織に対 しても作用 を示すため,副 作用を示す原因にもなっている.リ ポ
ソームはこれ らの薬物の体内動態を変化させ ることができ,ま たその膜表面に癌細胞に対
する抗体などを結合させることにより,標 的指向性を付与することができることな どか ら,
DDSにおける薬物運搬体 として盛んに検討 されている45).しか しなが ら,こ れ らのリポ
ソームのinvivoにおける抗腫瘍効果は予想 されたものよりかなり低い.こ れは主に,リ
ボソームが細網内皮系に移行 しやすいことや43),腫瘍組織の血管内皮細胞のバ リアーを
リボソームが透過できないこと46),さらには リボソームがエン ドサイ トーシスで細胞に
取 り込まれるため薬物がライソゾーム酵素により分解を受けることによっている43).
一方,DTAの ような蛋白質性の毒素は,強 力な殺細胞作用を有 してお り,抗 体 と毒素
を結合させたイムノ トキシンは,ミ サイル療法として注 目を浴びている47-51).しか し,
このイムノ トキシンもエン ドサイ トーシスで細胞に取 り込まれるため,そ の作用 も期待 さ
れたほど高 くない51・52).これ らの リボソームとイムノ トキシンの問題を解決するために
は,毒 素などの薬物を直接細胞質内に導入す るシステムの開発が必要 と考えられる.
前節において,DTAを 封入 した膜融合 リボソームが,種 々の組織細胞に対 して膜融合
によりDTAを 細胞質内に導入 し,強 い殺細胞効果を示す ことが明らかとなった.こ れは,
通常は膜透過 しない毒素が,膜 融合 リボソームを介することによって,エ ン ドサイ トーシ
スではなく直接その作用点である細胞質内に導入されたためにもたらされたものであ り,
上記に示 した リボソームとイムノ トキシンの問題を解決させる可能性がある.そ こで本章
では,DTAを 封入 した膜融合 リボソームの癌治療への応用について検討した.
第一節DTAを 封入 した膜融合 リボソームの腹水癌に対する抗腫瘍効果
DTAを封入 した膜融合 リボソームの抗腫瘍効果について調べるため,マ ウスの
Sarcorna-180(S-180)腹水癌のモデルにおいて,腹 腔内癌細胞に対する直接の殺作用,お
よびマウスの延命効果について検討 した.
実験材料 と方法
(1)実験動物 と細胞
実験動物は5週 令のddY雄性マウス(清水実験材料)を用いた.細胞はSarcoma-180
(S-180)細胞を用いた.S-180細胞は,ddY雄性マウスの腹水癌 として継代移植 したもの
を用いた.
(2)DTA封入膜融合 リボソームの調製
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DTA封 入 膜 融 合 リボ ソー ム は第 一 章,第 三 節 に準 じて 調 製 した.膜 融 合 リボ ソー ムお
よび 通 常 の リボ ソー ム に封 入 され て い るDTA量 の定 量 は,リ ボ ソー ム をTritonX-100で
溶 解 後,elongationfactor2(EF2)のADPリボ シル 化 活 性 を測 定 す る こ とに よ り求 め た53).
本 実 験 にお い て は,DTAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム と して,DTAを 膜 融 合 リボ ソ ー ム
OD540=1.0あた り0.52μg!lnlの濃 度 で封 入 させ た もの,ま た通 常 の リボ ソー ム と して は
そ の約7倍 量 の3.61μg!inlの濃 度 で封 入 させ た もの を 実験 に供 した.
(3)EF2のADPリ ボ シル 化 活 性 の 測定
EF2はTakamatsuらの方 法 に従 い54),家兎肝 臓 よ り調 製 した.す な わ ち,家 兎 を屠 殺
後,肝 臓 を 回 収 し,0.25M蔗糖13mMPMSF/2mMDTTで ホ モ ジ ネイ トした.超 遠 心
(ベック マ ンSW19,18,000rpm,37℃,20分)で不 溶 物 を除 い た後,33%-65%硫 酸ア
ンモ ニ ウム分 画 で塩 析 し,セ ル ロ フ ァイ ンA800(生化学 工 業)で 精 製 した.
EF2のADPリ ボ シル 化 活 性 の 測 定 は,[14C}nicotinamideadeninedinucleotide(NAD)
(第一 化 学)を 用 い,Carrol1らの 方 法53)に準 じて 行 った.す な わ ち,10ｵ1のDTAを 含 む
サ ン プル をPro一γ一NAD溶液(EF-240,000cpmNADacceptor,0.04Mトリス(pH8.0),
12%グ リセ ロール,80mMDTr,2mg/mlBSA)100μ1と37°Cで10分間反 応 させ た.10
%ト リク ロ ロ酢 酸 を200μ1加え,不 溶 性 画 分 に含 まれ る放 射 活性 を液 体 シ ンチ レー シ ョ
ン カ ウン タ ー で測 定 した.
(4)DTA封 入 膜 融 合 リボ ソー ム のS-180細胞 に対 す るinvitroでの殺 細 胞 効 果
ddYマ ウ ス腹 腔 内 よ り回 収 したS-180細胞(1×106個)をBSS(+)200μ1に懸 濁 し,
DTA封 入 膜 融 合 リボ ソー ム50yclと37℃で30分 間 作 用 させ た.細 胞 を遠 心 に て洗 浄 し,
MEM(10%FCS含 有)で20時 間培 養 した 後,生 細 胞 数 を トリパ ンブ ル ー 色 素排 除法 に
て 測 定 した.
(5)DTA封 入 膜 融 合 リボ ソー ム のS-180腹水 癌 に 対 す る抗 腫 瘍 効 果
ddYマ ウ ス にS-180細胞(1×106個)を 腹腔 内 投 与 し,24時 間 後 にBSS(一)に懸 濁 した
DTAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム,DTAを 封 入 した 通 常 の リボ ソー ム,空 の膜 融 合 リポ
ソ ー ム,あ るい はBSS(一)をそれ ぞれ250μ1腹腔 内投 与 した.直 接 の 殺 細胞 効 果 を調べ る
た め に,サ ン プル 投 与48時 間後 に腹 腔 内 よ りS-180細胞 を 回収 し,生 細胞 数 を測 定 した.
ま た,各 サ ン プル を投 与 した マ ウス の延 命 効 果 につ い て調 べ,副 作 用 の指 標 として2日 毎
に体 重 を測 定 した.
腫 瘍 の完 全 治 癒 は,腫 瘍 を移 植 して か ら90日 後 にお い て も腫 瘍 の形 成 を認 め ない もの
と定 義 した.
実 験 結 果 お よび 考 察
DTAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ムがS-180浮遊 細 胞 と融 合 し,細 胞 を死滅 させ る こ と
が で き るか ど うか をinvitroの条 件 下 で 検 討 した(Fig.12).その結 果,DTAを 封 入 した膜
融 合 リボ ソー ム は,S-180細胞 を濃 度 依 存 的 に傷 害 し,OD540=0.1の濃 度 で は100%す
べ て の 細胞 を殺 す こ とが で き た.こ の時,DTAを 封 入 した通 常 の リボ ソー ム
(OD540=0.1)や空 の膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=0.1)では全 く毒 性 は 観察 され ず,膜 融 合
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containing DTA  (0D4.001) 
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 Fig.12 In vitro  cytotoxicity of fusogenic liposomes containing DTA against 
S-180 suspension cells 
Two hundred microliter of serum-free MEM containing 1 X  106 S-180 cells was 
incubated with 50  pl of BSS(-), liposomes containing DTA  (00540=0.1), empty 
fusogenic liposomes  (00540=0.1) or fusogenic liposomes containing DTA (00540 
 =0.1, 0.01, 0.001) at 37 °C for 30  min. Then, 250  pl of MEM supplemented with 
 10  % FCS was added, and cultured for 20  h  at 37 °C in a 95 % air-5 % 
humidified atmosphere. The viability of S-180 cells was assayed by the 
exclusion of trypan blue. Data are expressed as means  *S.D. for three 
experiments.
Table 2. Number of  S-180 cells  in ascites after the  administration of 
fusogenic liposomes containing DTA
Treatment Dose 
 (0D540)
Cell Number 
 (x106cells)
BSS(-) 
Liposome containing DTA 
Empty fusogenic liposome 
Fusogenic liposome containing DTA
1.0 
1.0 
1.0
14.0  2 3.8 
17.7 ± 2.1 
14.8  I 5.2 
 <0.06
ddY Mice were inoculated i.p. with  1x106 S-180 cells and injected with each material on day 1. 
After 2 days, S-180 cells in ascites were recovered and number of the alive cells was measured. 
Data are expressed as means  *S.D. for three experiments.
To 
to
100
80
60
40
20
Days after tumor inoculation
Fig.13 Survival  of  ddY mice inoculated with S-180 cells 
and injected with fusogenic liposomes containing DTA 
ddY Mice were inoculated i.p. with  1  X1  0 6 S-180 cells. After 
24 h, the mice were treated with a single i.p. injection of 250 
 pl of BSS(-), liposomes containing DTA with  OD  540  of  1.0, 
empty fusogenic  liposomes with  OD  540 of 1.0, or fusogenic 
liposomes containing DTA with  OD  540  of  1.0, 0.5, 0.25, or 0.1. 
 O BSS(-) 
 • Liposome containing  DTA  (0D540.1.0) 
 ^ Empty fusogenic liposome  (OD  sao=1.0) 
 ^ Fusogenic liposome containing  DTA  (OD  540.1.0) 
 A Fusogenic liposome containing DTA  (OD  540=0.5) 
 • Fusogenic liposome containing DTA  (OD  mo=0.25) 
 x Fusogenic liposome containing  DTA  (OD  540=0.1)
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Table3.Anti-tumoreffectoffusogenicliposomescontainingDTAonS-180cells
transplantedi.p.IntoddYmice
reatment
ODsao(days)
ose8u「vvape「oc}ompe電e「o量en
(%} regressiond)contents
m/ml
te
〔μ9/ml)
Liposome
containingDTA
Emptyfusogenic
Ifposome
FusogenicItposome
con電a薈ningDTA
1.0
1.0
1.0
0.5
0.25
0.1
15.0忠1.8
14.8t2.3
>52.0
>48.5
38.1t4.0
22.3t3.8
116.9
115.6
>405.3
>378.0
297.5
174.1
0/6
0/6
4/fi,
3/6
0/6
0/6
0 3.61
0.780
0.78
0.39
0.20
0.078
0.52
o.2s
O.13
0.052
ddYMicewereinoculatedip.withIX106S-180cellsandinjectedwitheachmaterialonday1.
a)Administrationof250NI/mouse
b)Daysaftertumorinoculation
c)Survivalperiod(days)ofsample/Survivalperiod(days)ofcontrolx100
d)Completeregressionwasdefinedassurvivalperiodexceeding60days.
Allsurvivingmiceshowninthistablewerefreefromtumorevenatday90.
e)MeanstS.E.
リボソームはS-180細胞においても効率よく融合 し,殺 作用を示すことが明らか となった.
そこで,S-180細胞をマウスに腹腔内投与 し,腹 水癌をもったマウスに対 して膜融合 リ
ボソームを腹腔内投与 したときの抗腫瘍効果について検討 した(Table2).1×106個の
S-180細胞を腹腔内投与 し,その24時間後にDTAを 封入 した膜融合 リボソームを
(OD540=1.0,250μ1)投与 した ところ,投 与2日 後において腹腔内のS-180細胞はほぼ完
全に消失 していた.DTAを 封入 した通常の リボソームや空の膜融合 リボソームを投与 し
たときには,コ ン トロールのBSS(一)を投与したときと腹腔内のS-180細胞の細胞数は変
わ らないことより,膜 融合 リボソームはinvivoの細胞に対 しても融合能を示 し,DTAを
細胞質内に導入することによって抗腫瘍効果を示すことが判明 した.
DTA封入膜融合 リボソームを投与 したマウスの延命効果について検討 したところ
(Fig.13),濃度依存的な生存日数の延長が認められ,OD540=1.0投与群で6匹 中4匹 の完
全治癒が,OD540=0.5投与群で6匹 中3匹 の完全治癒が観察 された.DTAを 封入 した通
常の リボソームや空の膜融合 リボソームでは全 く延命効果が認められなかった.Table3
にはマウスの延命効果についてまとめた.
invitro,invivoの両実験において,通 常のリボソームには膜融合 リボソームの約7倍
量のDTAを 封入させた(Table3)にも関わ らず,全 く毒性を示さなかったことは,リ ポ
ソームがた とえエン ドサイ トーシスで細胞に取 り込まれても,DTAは ほとんど細胞質に
は移行 しなかったことを示しZい る.ま た,当 然のことなが ら,DTA(10ｵg)単独をマウ
スに投与しても全く抗腫瘍効果は認められなかった.
次に,こ のようなDTAを 封入 した膜融合 リボソームの抗腫瘍効果が,副 作用を伴 った
ものであるかを検討す るため,マ ウスの体重変化について調べた(Fig.14).DTA封入膜
融合 リボソームのOD540=1.0投与群では,投 与後に若干の体重減少が認め られたが,高
い延命効果がみ られたOD540=0.5投与群においては全 く体重減少を認めなかった.ま た,
皮膚のただれや脱毛などの副作用は全 く観察されなかった.肝 臓,腎 臓,脾 臓,皮 膚,胃
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Fig.14Bodyweightchangeofthemiceinoculatedwith
fusogenicIiposomescontainingDTA
Bodyweightwasmeasuredatintervalsof20r3daysafter
sampleadministration.
十Non-treatment
OBSS(一)
●LiposomecontainingDTA(ODsao=1.0)
囗Emptyfusogenicliposome(ODsao;1.0)
　 FusogenicliposomecontainingDTA(ODsm=1.0)
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腸管(十二指腸,空 腸,回 腸,盲 腸,結 腸,直 腸),胃について病理学的な観察 を行った
が,著 変は認め らず,DTA封 入膜融合 リボソームはほとん ど副作用を示すことな く,優
れた抗腫瘍効果を示す ことが明らか となった.副 作用を伴わなか った詳細な理由について
は明 らかではないが,膜 融合 リボソームがS-180細胞に対 して特異的に作用 したか,あ る
いは腹膜が正常臓器に対する作用を阻害 した可能性が考えられる.ま た,膜 融合 リボソー
ムは血 中に移行する と補体系により比較的速やかに分解 されるため(データーは示さず),
全身の臓器には移行できず,正 常組織に作用 しなかったことも考えられる.
一般に,臨 床においてもよく使用されている抗癌剤であるマイ トマイシンC55)との抗
腫瘍効果の比較を行 うと,マイ トマイシンCで はDTA封 入膜融合 リボソームと同等の効
果を得るためには2.5から5.0㎎1㎏もの高濃度の投与が必要であった(データーは示 さ
ず).この時,マ ウスは5%以 上の体重減少 と皮膚のただれや脱毛,髭 の消失な どが観察
され強い副作用を伴 ったものであった.こ れ らの結果か らも,DTAを 封入 した膜融合 リ
ボソームは,腹 水癌の治療に対 して副作用を示すことなく優れた抗腫瘍効果を示す ことが
明らか とな り,癌 性胸膜炎などの治療に対 して も有効性を示す可能性が考えられた.
第二節 腹水癌へのDTA導入量の定量
前節において,DTA封 入膜融合 リボソームが腹水癌の治療に対 して非常に有効である
ことが明 らか となった.そ こで本節では,膜 融合 リボソームによりS-180細胞に導入 され
たDTA量 を定量することにより,腫瘍増殖抑制に必要 とされるDTA量 を求めた.
実験材料と方法
(1)S-180細胞 に導 入 され たDTA量 の測 定
invitroの実 験 にお い て は,DTAを 封 入 した 膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=0.1)を,前節
(4)に準 じてS-180細胞 と反応 させ た.30分 間反 応 させ た 後,細 胞 を氷 冷 したBSS(一)で
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3回洗浄 した.ノ ニデ ットP-40を用いて細胞を破壊 し,EF2のADPリボシル化活性を測
定 した53).
invivoの実験においては,DTAを 封入 した膜融合 リボソーム(OD540=1.0)250μ1を,
前節(5)の 操作法に従って腹腔内投与 した.30分後に腹腔内からS-180細胞を回収 し,
氷冷 したBSS(一)で3回洗浄 した.ノ ニデ ットP-40を用いて細胞を破壊 し,EF2のADP
リボシル化活性を測定 した53).
なお,そ の他の実験方法については,前 節までに記載の操作法に従った.
実験結果および老察
DTAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソ ー ムが,invitroでS-180細胞1×106個 全 て を死 滅 させ
る濃 度 で あ るFig.12のOD540=0.1にお い て は,0.64ngのDTAがS-180細胞 に導 入 され
て お り(Table4),これ は 細胞 と反 応 させ た膜 融 合 リボ ソー ム 内 のtotalのDTA封入 量
(2.6ng)の約25%で あ った.膜 融 合 リボ ソー ム は 全 て の 粒 子 が細 胞 と結 合 ・融合 す る こ
とが で き る の で,さ らに濃度 を 上 げれ ば,全 て のDTAを 細 胞 に導 入 す る こ とも可 能 と考
え られ る.一 方,invivoの実験 に おい て は,6匹 中4匹 の完 全 治癒 が み られ,Table2に
お い て移 植 され た1×106個 の5-180細胞 の ほ とん どが 消 失 した濃 度 で あ るOD540=1.0
で は,0.52ngのDTAがS-180細胞 に導 入 され て い た(Table4).これ は 投 与 量(130ng)
の0.4%に 相 当 して い た.DTAを 封 入 した 通 常 の リボ ソー ム で はS-180細胞 内 のDTA
は検 出 され な か った.こ れ らの結 果 か ら,invivoではinvitroの条 件 下 に比 べ,約60倍
膜 融 合 リボ ソー ム はS-180細胞 に対 して 作 用 の 効 率 が 劣 る こ と,ま たinvitroおよびin
vivoの両 条 件 下 と も,1×106個 のS-180細胞 を 完 全 に 死滅 させ る には,約0.6ngの
DTAが 細 胞 に導 入 され れ ば十 分 で あ る こ とが 明 らか とな った.invivoの条 件 下 にお い て,
S-180細胞 に作 用 しなか った膜 融 合 リボ ソー ムやDTAが どの よ うな 体 内 動 態 を た どった ・
の か の検 討 は行 って い な い が,お そ ら く大 部 分 の膜 融 合 リボ ソー ムは血 清成 分 に よ り分 解
され,DTAが リボ ソー ム か ら漏 出 した もの と考 え られ る.し か し,DTAは 単 独 で はin
vivoにお い て も全 く作 用 を示 さな か っ たの で,副 作 用 を示 す こ とが な か った もの と考 え ら
れ る.
Table4.AmountofDTAdeliveredinto5-180cellsbyfusogenic
liposomes
DTAcontentdeliveredintoS-180cells
(ngDTA/1x10scells)
invitro
invivo
0.64
0.52
FiftymicroliteroffusogenicliposomescontainingDTAwithODsaoofO.1wastreated
withIX1060fS-180cellsinvitro.Forinvivoexperiments,themicewerereceivedi.p.
withlX1060fS-180cells,andonthenextday250NIoffusogenicliposomes
containingDTAwithODsaoof1.Owasinjectedi.p.After30min,amountofDTAinto
S-180cellswasdeterminedbymeasurhgNAD:EF2-ADPRactiv睦y.Datawerethe
averageoftwoindependentexperiments.
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第三節DTAを 封入 した膜融合 リボソームの固形癌に対する抗腫瘍効果
抗癌剤の腫瘍内への局所投与は,固 形癌に対する治療の最も直接的な方法である.し か
しなが ら,低 分子量の抗癌剤の場合,た とえ腫瘍内に直接投与しても,投 与部位か ら速や
かに消失するため,腫 瘍組織内で治療効果が現れるほど十分な薬物濃度を維持することは
容易ではない.そ のため,薬 物を高分子で修飾することにより局所での滞留性を高めるこ
とが行われてお り56・57),その目的のために様々な高分子薬物キャ リアーシステムが開発
されている58).
これまでの節において,DTAを 封入 した膜融合 リボソームが腹水癌の治療において,
副作用を伴 うことな く,顕 著な抗腫瘍効果を示すことが明らかとなったが,こ の リボソー
ムは細胞に積極的に結合 し,融 合することか ら腫瘍内に直接投与 された場合には,腫 瘍細
胞に直接DTAを 導入 し,細 胞を壊死させることができると考えられる.そ こで本節では,
5-180固形癌に対 して,DTAを 封入 した膜融合 リボソームを腫瘍組織内に直接投与 した
ときの抗腫瘍効果について検討 した.
実験材料 と方法
(1)DTA封入膜融合 リボソームのS-180固形癌に対する抗腫瘍効果
ddY雄性マウス(5週令)の腹部皮内ににS-180細胞(5×105個)を移植 し,腫 瘍径が8
mm以 上に達 した7,8,9日目に,BSS(一)に懸濁 したDTAを 封入 した膜融合 リボソーム,
DTAを封入 した通常の リボソーム,空 の膜融合 リボソーム,あ るいはBSS(一)50μ1を27
ゲージの注射針を用いて腫瘍内に直接投与した.腫 瘍の増殖は1週 間に2度,次 式に従っ
て腫瘍体積を測定 し,治 療開始前 との腫瘍体積比を求めた.
(腫瘍体積)=1/2×(長径)×(短径)2
また,各 サンプルを投与 したマウスの延命効果について調べ,副 作用の指標 としてマウ
スの体重変化を測定 した.
腫瘍の完全治癒は,腫 瘍を移植 してか ら120日後においても腫瘍の形成を認めないもの
と定義 した.
腫瘍体積 と延命効果の統計学的な評価は,Studentt-testにより行 った.
なお,そ の他の実験方法については,前 節までに記載の操作法に従った.
実験結果および老察
Fig.15にs-180固形癌の腫瘍内にDTA封 入膜融合 リボソームを投与 したときの腫瘍体
積の変化について示 した.DTA封 入膜融合 リボソームは,濃 度依存的に腫瘍増殖の抑制
を示 した.一 方,空 の膜融合 リボソームやDTAを 封入 した通常の リボソームでは腫瘍増
殖に影響はみ られなかった.延 命効果についても空の膜融合 リボソームやDTAを 封入 し
た通常の リボソームでは影響はみ られなかったが,DTA封 入膜融合 リボソーム投与群で
は有意な生存 日数の延長がみ られた(Table5).また,DTA封 入膜融合 リボソームの
OD540=5.0投与群で7匹 中2匹 の,ODsao=1.0投与群で7匹 中1匹 の,OD540=0.2投与
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 Fig.15 Tumor growth  Inhibition by the treatment 
with  fusogenic  liposome containing  DTA 
S-180 cells (5X105 cells) were  intradermally 
inoculated into the abdomen of ddY mice on day 0, 
and 50  pl of each sample was intratumorally injected 
on days 7, 8 and 9. Tumor growth was monitored by 
calculating the tumor volume. Each point represents 
means ±  S.E. of 6 to 8  mice. Statistical significance 
compared with BSS(-)-control group:  *P<0.05. 
 O BSS(-) 
 • Simple liposome containing DTA  (OD540=5.0) 
 ^ Empty fusogenic liposome  (ODs4o=5.0) 
 ^ Fusogenic liposome containing DTA  (0D5.0=5.0) 
 • Fusogenic  liposome containing DTA  (OD540=1.0) 
 ^ Fusogenic liposome containing DTA  (0D540=0.2)
Table 5. 
tumors
In vivo  anti-tumor activity of  fusogenic  liposomes containing DTA against  S-180 solid
Treatment Dose 
 CID540
 Survival 
of mice
 T/C 
(%)
Complete 
regression d)
Body  wel 
at day 12
ht
       (days) b)  
 BSS(-) 0 50.7  t 5.5 100.0 0/6 28.4  t 1.5
Liposome 
 containing DTA
Empty fusogenic 
 liposome
Fusogenic  Ilposome 
 containing DTA
5.0
5.0
5.0
1.0
0.2
51.2 ± 10.3
53.5 ± 9.1
 *81 .9* 9.9
 *74 .9 ± 6.9
*76 .2 ± 6.5
101.0
105.6
>161.5
>147.7
>150.2
0/6
0/6
2/7
1/7
1/8
28.1  t  0.9
29.3  t 2.2
28.8 ± 1.7
29.2  t 1.8
27.9 ± 1.0
ddY Mice were intradermally inoculated with S-180 cells (5X105 cells) and 50  [LI of samples was intratumorally injected at 
days 7, 8 and 9. 
a) Administration 50  it x  3  /  mouse 
b) Days after tumor inoculation 
   Means ±  S.E.  ; * : Significant difference from the BSS(-)-control group (P<0.05). 
c) (Survival days of sample) / (Survival days of control, BSS(-)) x 100 
d) Complete regression was defined as a tumor-free mouse surviving more than 120 days. 
e) Body weight at day 7 was 27.3 ± 0.8 (g).  ; Means ± S.D.
Fig.16 Photograph of two mice, bearing S-180  cells, injected with BSS(-) 
(A) or with  fusogenic  liposomes containing DTA (B) 
S-180 cells (5X105 cells) were intradermally inoculated into the abdomen of 
ddY mice, and 50  pl of fusogenic  liposomes containing DTA with  OD540 of 1.0 
was intratumorally injected on days 7, 8 and 9. Both photographs were taken 
on day 27.
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群で7匹 中1匹 の完全治癒が得 られた.Fig.16はこの ときの腫瘍の様子を示 した写真であ
る.DTA封 入膜融合 リボソームを投与 したマウスの腫瘍は,投 与部位である中心部が完
全に壊死 しているため腫瘍は観察できず,周 辺にのみ腫瘍がみ られた.一 方,コ ン トロー
ル としてBSS(一)を投与 したマウスでは腫瘍が全体に広がっていた.
副作用 の指標 としてマウスの体重の変化を測定 したが,DTA封 入膜融合 リボソームの
投与によって変化は認められなか った(Table5).また,外 見上についても何 ら変化は観
察されず,全 く副作用はみ られなかった.こ れ らの結果よ り,DTA封入膜融合 リボソー
ムの腫瘍 内投与は,副 作用を伴 うことな く,優れた抗腫瘍効果を示す ことが明らか となっ
た.
第四節 膜融合 リボソームの固形癌への物質導入量の定量
前節において,DTA封 入膜融合 リボソームの腫瘍内投与により顕著な腫瘍増殖の抑制
がみ られることが明らか となった.こ れは腫瘍内に投与 された膜融合 リボソームがDTA
を腫瘍細胞内に導入 し,細胞を死滅 させたためにもたらされたものである.そ こで本節で
は,膜 融合 リボソームに単独では細胞内に取 り込まれることのない[3H]イヌ リン59)を封
入 し,腫 瘍内投与後のS-180細胞内の放射活性を測定することによって,膜 融合 リボソー
ムに封入 された物質がどの程度腫瘍細胞に取 り込まれたかについて検討 した.
実験材料 と方法
(1)[3H]イヌ リンを封入 した膜融合 リボソームの腫瘍内投与後のS-180細胞 中の[3H]イ
ヌ リンの放射活性
[3H]イヌ リン(1mCi/ml)(第一化学)を含んだ膜融合 リボソームを第一章,第 三節に準
じて調製 した.こ の膜融合 リボソーム(OD540=1.0)50μ1を,前節に準 じて腫瘍移植7日
後に10ヶ所に分 けて腫瘍内に投与 した.1時 間後に腫瘍を回収 し,細切 した後,60yam
のメッシュを通 して細胞懸濁液を得た.ハ ンクス液で細胞を3回 洗浄 した後,1NNaOH
で一昼夜処理 し,放射活性を測定 した.
実験結果および考察
Table6は[3H】イヌリンを封入した膜融合 リボソームをS-180固形癌内に投与 した後,
S-180細胞に取 り込まれた[3H]イヌ リンのカウン トを,投 与量に対する割合で表 したも
のである.イ ヌリンは単独では細胞内に取 り込まれることはないので59),細胞内におけ
る 【3H]イヌ リンの放射活性は,膜 融合 リボソームによって細胞質内に導入 されたものと
考えることができる.通 常の リボソームに[3H]イヌ リンを封入 したものでは,投 与量の
わずか0.53%しかS-180細胞に取 り込まれなかったのに対 し,膜融合 リボソームではそ
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Table6.Theradioactivityof[3H]inulinassociatedwithS-180cellsafter
theintratumorinjectionoffusogenicliposomescontaining[3H]inulin
Treatment Radioactivity(%ofinjecteddose)
Fusogenicliposome
Simpleliposome
7.74tO.49
0.53±0.01
Fiftymicroliteroffusogenicliposomescontaining[3H]inulinwasintratumorally
administered.Onehourlater,thetumorsiteswerecutaway,andthesinglecell
suspensionswerepreparedbymechanicalmethods.Thelevelsofradioactivity
inthecellsweremeasured.(meanstSD,n=4)
の約15倍量の7.8%が細胞に取 り込まれていた.通 常の リボソームによるS-180細胞へ
のイヌ リンの導入は,ラ イソゾーム酵素による分解のFactorを除外 し,エ ン ドサイ トー
シスによる細胞内への導入を測定 した場合であ り,イ ヌ リンの細胞質内への移行は,さ ら
に減少 しているものと考えられる.こ れ らの結果 より,膜融合 リボソームは固形癌の細胞
内に効率 よく封入物質を導入できることが明らか とな り,DTA封入膜融合 リボソームの
抗腫瘍効果はDTAをS-180細胞内に効率 よく導入 したためにもた らされたもの と考え ら
れた.
第五節 小括
DTAは単独では細胞内に入ることができないが,一 分子でも細胞質内に導入されれば
細胞を殺傷することができる毒素であ り,効 率のよい細胞質内へのデ リバ リー法が開発さ
れれば,強 力な抗癌剤とな りうるもの と考え られる18・19).膜融合 リボソームはそのよ う
な 目的に適 したキャリアーであり,DTAを封入 した膜融合 リボソームの癌治療への応用
について,マ ウスのS-180細胞をモデルに,腹 水癌 と固形癌について検討 した.
DTA封入膜融合 リボソームは,S-180腹水癌を有 したマウスに対 して,体 重減少や脱
毛,髭 の消失な どの副作用を伴 うことな く,優 れた抗腫瘍効果を示 し,半数以上のマウス
を完全治癒させることができた.こ れは,マ イ トマイシンCに よって同様の抗腫瘍効果
を得るためには激 しい副作用を伴 ったのとは対照的であった.ま た,S-180細胞に導入さ
れたDTA量 を定量することにより,1×106個のS-180細胞を完全に死滅 させるには,
約0.6ngのDTAが細胞に導入 されれば十分であることが明らかとなった.こ れらの結果
は,膜 融合 リボソームがinvivoの細胞 とも効率よく融合 し,封入物質を細胞質内に導入
できることを示 してお り,invitroのみな らずinvivoの細胞内への優れたdrugcarrierと
な りうることが示唆された.
S-180固形癌に対するDTA封 入膜融合 リボソームの腫瘍内投与においても有意な腫瘍
増殖の抑制がみ られたが,固 形癌への局所投与においては,全 てのS-180細胞内にDTA
を導入す ることは不可能なため,完 全な腫瘍の退縮は得ることができなかった.従 って,
固形癌の治療に対 しては,全 ての癌細胞に遺伝子が導入されなくて も効果が期待できるサ
イ トカイン遺伝子を用いた抗腫瘍免疫療法などの他の治療法との組み合わせが必要 と考え
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られる.
そこで次章では,膜 融合 リボソームにプラス ミッドDNAを 封入 し,膜 融合 リボ ソーム
の遺伝子導入ベ クター としての性質について検討を行った.
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第 三章 膜 融 合 リボ ソー ム を用 い た細 胞 へ の遺 伝 子 導 入
近年の分子細胞生物学の著 しい進歩は,遺 伝子そのものやアンチセンス核酸などを医薬
品として扱 う遺伝子治療 とい う夢の治療法の開発を現実のものにしつつある60).遺伝子
治療 とは,遺 伝子の欠損 している細胞に正常遺伝子を補充 した り,細胞に新たな機能を付
与するために,外 来遺伝子を導入することにより遺伝子レベルで疾病の治療を行 う治療手
段である.し か し,こ の治療法の確立のためには,動 物細胞の内部に遺伝子を導入する技
術を開発する必要がある.生 体を構成している個々の細胞は,細 胞膜 とい うバ リアーを有
してお り,遺伝子などの高分子物質は細胞膜を透過できない.そ のため,こ のバ リアーを
突破するためには,自 然界において膜融合により自身の遺伝子を細胞内に導入 しているウ
イルスの感染機構を利用するか,マ イクロインジェクションやエレク トロポレーシ ョン,
あるいは リン酸カルシウムや合成脂質等の物理 ・化学的方法を利用する必要がある.
現在,米 国を中心 とした遺伝子治療の臨床実験で用い られているベクターは,主 にウイ
ルスの感染機構を利用 したレトロウイルスベクターやアデノウイルスベクター,合 成脂質
を用いたカチオニック ・リボソームなどである61-64).しか しなが ら,これ らのベクター
の遺伝子導入 ・発現効率,安 全性については十分 とはいいがたく,新 しい発想に基づいた
ベ クターの開発が重要な課題 となっている.そ こで本章では,膜 融合 リボソームにプラス
ミッドDNAを 封入 し,膜融合 リボソームの遺伝子導入ベクター としての性質について,
非ウイルスベクターとして最 も広 く用い られているカチオニ ック ・リボソームの リポフェ
クチン65)と比較 しなが ら検討を行った.
第一節 プラス ミッ ドDNAを 封入 した膜融合 リボソームの遺伝子発現パターン
膜融合 リボソームに,モ デル遺伝子 としてニワ トリβ一アクチンプロモーター とサイ ト
メガ ロウイルスエンハンサーを含むルシフェラーゼ発現プラスミッドpCAL2を封入し,
培養細胞にtransfectしたときの経 日的な遺伝子発現について検討 した.同 時に,遺 伝子
発現効率に及ぼす膜融合 リボソームと細胞 との接触時間の影響についての検討 も行った.
実験材料 と方法
(1)ルシフェラーゼ発現プラス ミッ ドpCAL2の構築
ラウス肉腫ウイルス(Roussarcomavirus;RSV)longterminalrepeatのプロモーターを
もつルシフェラーゼ発現プラス ミッ ドpRSVL66)のHindllI/SmaIフラグメン トを,
pBV1のHindlII/BamHI(KlenowfragmentofDNApolymeraseで平滑末端化)部位に挿
入 し,pCAL1を得た.pBV1はpBY1の誘導プラスミッドであ り67),pGEM-5Zf(+)
(プロメガ)に,pCAGGS68)由来のニワ トリβ一アクチンプロモーターとサイ トメガ ロウイ
ルスエンハンサー,お よびSV40earlygenepoly(A)signalを挿入 したものである.ル シ
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フ ェ ラー ゼ のcodingframeを,β一ア クチ ン ス ター トコ ドンのす ぐ下流 に接 続 させ る た め,
オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(5'TTC(:TCCGCAGCCAGCCATGGAAGACGGCAAAAA3')をプ ラ
イ マ ー と して用 い てKunkelらの方 法69)に従 い,site-directedmutagenesisを行 い,
pCAL2(6.4Kb)を得 た(Fig.17).5'非翻 訳 領域 の 遺伝 子 配 列 は,Sangerらの方 法70)に従
いsequenceする こ とに よ り確 認 した.
pCAL2はL細 胞 にお い て,pCAL1,pRSVLと比 較 し,そ れ ぞれ20,40倍 の ル シ フ ェ
ラーゼ 発 現 を示 した(デ ー ター は示 さず).実 験 に はpCAL2を 用 い た.
(2)プラ ス ミ ッ ドDNAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソ ー ム の調 製
pCAL2(10mg!ml)を10mMTris(pH7.6)1150mMNaC1110mMEDTAに懸 濁 し,第
一 章 ,第 一 節 に 準 じた 方 法 で 一枚 膜 リボ ソ ー ム を作 製 した.た だ し,リ ボ ソー ム の サ イ ズ
は,0.4μmのポ リカ ー ボネ ー ト製 フ ィル ター(Nucleopore)を通す こ とに よ り調 節 した.
この リボ ソー ム を,あ らか じめ紫 外 線 照 射 す る こ とに よ って ウイル スRNAを 断 片 化 した
セ ン ダイ ウイ ル ス を用 い て第 一 章,第 一 節 に準 じた方 法 で膜 融 合 リボ ソー ム を調 製 した.
膜 融 合 リボ ソ ー ム に封 入 され て い るDNA量 は,DNAを フ ェノ ール,フ ェ ノ ール1ク
ロ ロホル ム で抽 出 した後,3,5一ジア ミノ 安 息香 酸(ナ カ ライ テ ス ク)を 用 い た蛍 光 法71)によ
り測 定 した.膜 融 合 リボ ソー ム は,OD540=1.0あた り2.0μg1血のDNAを 封 入 して い た.
(3)pCAL2を封 入 した 膜 融 合 リボ ソー ム を作 用 させ た細 胞 の遺 伝 子 発 現 変 化
35一㎜ デ ィ ッシ ュにL細 胞 を1×1酬 固播 種 し,2塒 間 後 に細 胞 をBSS(+)で洗 浄 し
た後,BSS(+)で懸 濁 したpCAL2を 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=0.1)を,37℃
で90分 間 作 用 させ た.MEMで 細 胞 を洗 浄 した後,通 常 の 培 養 液 で 培養 し,経 日的 に ル
シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した.
(4)膜融 合 リボ ソー ム の 遺伝 子 発 現 に及 ぼす 細 胞 との 接 触 時 間 の 影 響
35-mmディ ッシ ュにL細 胞 を1×105個 播 種 し,24時 間 後 に細 胞 をBSS(+)で洗 浄 し
た 後,BSS(+)で懸 濁 したpCAL2を 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=0.25)を37°Cで
1,10,30,90分間作 用 させ た.MEMで 細 胞 を2度 洗 浄 した 後,通 常 の培 養 液 で培 養 し,
48時間後 にル シフ ェ ラーゼ 活 性 を測 定 した.
(5)ルシ フ ェ ラーゼ 活 性 の測 定
ル シ フ ェ ラーゼ 活 性 は,luciferaseassaysystem(ピッカ ジ ー ン)お よびル ミノ メ ー タ ー
(LumatLB9501,Berthold)を用 い て 測 定 した.活 性 はrelativelightunits(RLU)/ug
protein,あるい はRLU/35-mmディ ッ シ ュ と して表 した.
実験 結 果 お よび 考 察
ル シ フ ェ ラー ゼ 発 現 プ ラス ミッ ドpCAL2を封 入 した膜 融 合 リボ ソ ー ム(OD540=0.1)を
L細 胞 に37℃ で90分 間 作用 させ,そ の経 日的 な遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を検 討 した とこ ろ,
ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 は 遺伝 子 導 入 の2日 後 に最 大 を示 し,4日 後 まで 高 い 活 性 を 維 持 した
後,6日 後 に は最 大 活 性 の約3分 の1に 減 少 した(Fig.18).この よ うな 一 過 性 の 遺 伝 子 発
現 は,プ ラス ミ ッ ドDNAが 染 色 体 に組 み 込 まれ ず,次 第 に 分解 ・脱落 した た め と考 え ら
れ た.
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Ftg.19Effectofincubationtimeontransfectionefficiency
Lcellswereincubatedwithfusogenicliposomescontaining
pCAL2withODsaoofO.25at37°Cforvariouslengthsoftime.
Thenthecellswerewashedtwicewithchilledmedium.After
48hinculture,lucrferaseactivitywasmeasured.Eachpoint
representsthemeantS.D.ofthreeexperiments.
さて,セ ンダイウイルスによる膜融合は数分で起 こることが知 られてお り6),また膜融
合 リボソームはエンベ ロープ蛋白質の働きで細胞に積極的に結合できることか ら,短 い時
間の細胞 との接触時間においても高い遺伝子発現を示す可能性が考えられる.そ こで,遺
伝子発現効率に及ぼす膜融合 リボソームと細胞 との接触時間の影響について検討 した
(Fig.19).その結果,膜 融合 リボソームはわずか1分 間の細胞 との作用においても,go分
間処理のときの35%も のルシフェラーゼ活性を示 し,短 時間の細胞 との接触においても
高い遺伝子発現を示すことが明らか となった.こ のような性質は,膜 融合 リボソームがセ
ンダイウイルスの強力な膜融合能をそのまま保持 していることを反映 したものと考え られ
た.
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第 二節 膜 融 合 リボ ソー ム とカ チオ ニ ック リポ ソー ム の 遺 伝 子発 現 効 率 の比 較
膜 融 合 リボ ソー ム の 遺伝 子 治 療 用 ベ ク ター と して の特 徴 につ い て調 べ る た め,遺 伝 子発
現 効 率,細 胞 傷 害 性,血 清 存 在 化 で の遺 伝 子 発現 に つ い て,非 ウイ ル スベ ク タ ー の 中で最
も広 く用 い られ て い るカ チオ ニ ック リポ ソー ム の リポ フ ェク チ ン65)と比 較 しなが ら検 討
を 行 った.
実 験材 料 と方 法
(1)膜融 合 リボ ソー ム を用 い た培 養 細 胞 へ の 遺伝 子 導 入
膜 融 合 リボ ソー ム と細 胞 の接 触 時 間 の 遺伝 子 発 現 へ の影 響 を調 べ た 実 験 に お い て は,
35一㎜ デ ィ ッシ ュ にLお よびHeLa細 胞 を1×105個 雛 し,第 三 章,第 一 節 に準 じた
方 法 で膜 融 合 リボ ソー ム(OD540=0.25)を37°Cで1,10,30分間 作用 させ た.
高濃 度 のベ ク ター を細胞 に 作用 させ た実 験 にお い て は,膜 融 合 リボ ソー ム(ODsao=3.0,
1.0,0.3,0.1)を37°Cで90分間作 用 させ た.
遺伝 子 導 入48時 間 後 にル シ フ ェ ラーゼ 活 性,お よび 細 胞 傷 害 性 を 測 定 した.
(2)カチ オ ニ ック リポ ソー ム ・DNA複 合 体 を用 い た 培 養 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入
カ チオ ニ ック リポ ソー ム と してN{1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium-
chlorideとdioleoylphosphatidylethanolamineの混 合 物(1:1(w))であ る リポ フ ェ クチ ン
(GIBCO)65)を用 い た.pCAL2(3.Oycg)とリポ フ ェ クチ ン(15.oug)をそれ ぞれ100yclの
無血 清MEMに 懸 濁 した.両 者 を混 合 し,室 温 で15分 間 反 応 させ た後,無 血 清MEMで
目的 濃度 に希 釈 した.こ れ を,膜 融 合 リボ ソー ム と同 様 の プ ロ トコール で細 胞 に 作 用 させ
た.
カ チオ ニ ック リポ ソー ム とDNAの 比 率 は,5:1(w)のもの が遺 伝 子 発 現 効 率 が 最 適 で
あ り(デ ー タ ー は示 さず),実 験 に は この比 率 の もの を用 い た.
(3)細胞 傷 害 性 の測 定
細胞 傷 害 性 はBio-Radproteinassaykit(Bio-Rad)を用 い て,細 胞 の蛋 白量 を測 定 す る
こ とに よ り評 価 した72).本系 に お い て,蛋 白量 を測 定す る こ とに よる細 胞 傷 害 性 の 評 価
は,生 細 胞 数 をMTr(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)法73)
に よ り測 定 した もの と相 関 してい た.
(4)血清 存 在 化 で の 遺伝 子 導 入
35一㎜ デ ィ ッシ ュにL細 胞 を1×105個 播 種 し,2塒 間後 に細 胞 をBSS(+)で瀞 し
た後,あ らか じめ37℃ に温 め た10,20,40,80%FCSを含 むMEMを0.5ml加 え た.
37°Cに温 め た 無血 清MEMに 懸 濁 したpCAL2を 封 入 した膜 融 合 リボ ソー ム
(OD540=0.5;DNA1.0μg/ml),あるい は カ チオ ニ ック リポ ソー ム ・DNA複 合 体(カ チ オ
ニ ック リポ ソー ム5.oug/ml,DNA1.0μg/ml)0.5mlを細 胞 に加 え,37℃ で30分 間 作用
させ た(最 終FCS濃 度5,10,20,40%).MEMで 細 胞 を洗 浄 後,通 常 の培 養 液 で培 養
し,48時 間後 にル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した.
な お,そ の他 の実 験 方 法 につ い て は,前 節 ま で に記 載 の操 作 法 に従 った.
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実験結果および考察
Lお よびHeLa細胞において,膜 融合 リボソームとカチオニ ックリポソーム ・DNA複
合体を,種 々の時間作用させたときの遺伝子発現効率について比較した結果をFig.20に
示す.こ の時,invivoの細胞に直接遺伝子(ベクター)を導入する場合には,細 胞 とベク
ターが長時間intactなまま作用す ることは考えられないことか ら,細胞 との作用時間は
30分間までの比較的短い時間について検討 した.ま た,DNA濃 度は,カ チオニ ックリポ
ソーム ・DNA複合体が細胞傷害性をほとん ど示 さなかった0.5μg1血に統一 して行った
(カチオニ ック リポソーム ・DNA複合体が,遺 伝子導入時に細胞傷害性を伴 うことは後述
する).ちなみにこの条件下では,膜 融合 リボソームは全 く細胞傷害性を示 さなか った.
膜融合 リボソームの場合は,Lお よびHeLa細胞 とも1分 か ら10分間の作用で も高い
ルシフェラーゼ活性が得 られたのに対し,カ チオニックリポソーム ・DNA複合体では同
じレベルの活性を得るためには30分間の作用が必要であった.特 に,10分間までの作用
では,膜 融合 リボソームはカチオニック リポソーム ・DNA複合体に比べ,4倍 か ら100
倍以上の活性を示 し,膜 融合 リボソームは非常に速い時間で細胞に遺伝子導入できること
が明 らか とな った.こ れは膜融合 リボソームが,セ ンダイウイルスのエンベ ロープ蛋白質
の働きで積極的に細胞に結合 し,融 合によって遺伝子を直接細胞質内に導入するのに対 し,
カチオニ ック リポソーム ・DNA複合体は受動的に細胞に結合 し,主 にエン ドサイ トーシ
スで細胞内に取 り込まれる74-78)ために短時間では十分に遺伝子導入できない ものと考え
られた.
次に,遺 伝子発現 と細胞毒性に及ぼす両ベクターの濃度の影響について検討 した
(Fig.21).様々な濃度のベクターをL細 胞にgo分間作用させたところ,両 ベクターとも
濃度依存的な遺伝子発現を示 した.膜 融合 リボソームがDNA濃 度0.2μg!lnlの低濃度に
おいて も高いルシフェラーゼ活性を示したのに対 し,カ チオニックリポソーム ・DNA複
合体は同じ濃度ではその4分 の1以 下の活性 しか示さなかった.さ らに低濃度のDNA
O.005μg/inlにおいては,カ チオニ ックリポソーム ・DNA複合体が1.1RLU/'ycgproteinの
活性 しか示 さなかったのに対 し,膜 融合 リボソームではその約30倍の29.5RLU/μg
proteinの活性を示 した(データーは示さず).また,カ チオニック リポソーム ・DNA複
合体が膜融合 リボソームと同等の活性を示すためには,DNA2.0μg!inl以上の高濃度が必
要であり,か つその条件下では細胞傷害性を示す ことは避けられなかった.一・方,膜 融合
リボソームは,高 濃度(OD540=3.0;DNA6.oug/ml)において も全く細胞傷害性を示 さな
かった.こ れ らの結果から,セ ンダイウイルスの膜融合能を利用 した膜融合 リボソームは,
カチオニック リポソーム ・DNA複合体のような物理 ・化学的複合体を利用する方法に比
べ,安 全で効率よく外来遺伝子を導入 ・発現させることができることが明らかとなった.
さて,inviVOの組織細胞への直接の遺伝子導入を考えた場合,生 体内には遺伝子導入を
妨げる様々な蛋白質などの因子が存在することが考えられる.そ こで,両 ベクターの遺伝
子発現に及ぼす血清の影響について検討 した(Fig.22).膜融合 リボソームは血清存在化に
おいて も遺伝子導入でき,40%血 清存在化においても血清非存在化の ときの70%も の
遺伝子発現を示 した.一・方,カ チオニ ックリポソーム ・DNA複合体による遺伝子導入は,
血清の存在により強 く阻害 され,わ ずか5%の 血清が存在 しただけで99%以 上活性が消
一33一
PE. 
a 'a t 
0 4 1a 
op 
co0) 
`mom0- 
   0 -1 = cc
 _1 ....
2000
1500
1000
500
 0
(A)  L
1000
 1 10 30 
Incubation Time  (min)
750
500
250
 0
(B) HeLa
 1 10 30 
Incubation Time  (min)
Fig.20 Effect of the time for  incubating cells with fusogenic liposomes or cationic 
liposomes on gene transfer 
L (A) and HeLa (B) cells were incubated with fusogenic liposomes containing pCAL2  (® ) 
with 00540 of 0.25 (DNA 0.5  pg/ml) or complexes of cationic liposomes and pCAL2 (cationic 
liposomes 2.5  pg/ml, DNA 0.5  pg/ml) (  El  ) at 37 °C for  1, 10, or 30  min. After 48 h in 
culture, luciferase activity was determined. Each point represents the mean ± S.D. of three 
experiments for fusogenic liposomes and of four experiments for complexes of cationic 
liposomes and DNA.
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Fig.21 Effect of the concentration of vectors on gene transfer activity and toxicity 
L cells seeded on 35-mm dishes were incubated with various concentration offusogenic liposomes 
containing pCAL2 (A) and complexes of cationic liposomes and pCAL2 (B) at 37 °C for 90  min. After 48 h in 
culture, the cells were harvested and the luciferase activity and the amount of extractable protein were 
determined. Each point represents the mean ± S.D. of three experiments for fusogenic liposomes and of 
four experiments for complexes of cationic liposomes and DNA.
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Fig.22 Effect of serum proteins  in the medium on 
gene transfer activity 
L cells seeded on 35-mm dish were treated with 0.5 
ml of MEM supplemented with 10, 20, 40, or 80 % 
FCS, and were transfected with 0.5 ml of serum-free 
suspensions of fusogenic liposomes containing 
pCAL2 with  OD.540 of 0.5 (final  0121504.25, DNA 0.5 p 
 g/m1) (  •  ) or complexes of cationic liposomes and 
pCAL2 (cationic liposomes 5.0  pg/ml, DNA 1.0  pg/ml)  
( 0) at 37 °C for 30  min (final FCS concentration is 5, 
10, 20, or 40  %). After 48 h in culture, luciferase 
activity was measured. Each point represents the 
mean ± S.D. of four experiments.
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失 した.こ れは,カ チオニックリポソーム ・DNA複合体の場合は,DNAが リボソーム
膜に封入されているのではなく,単 に複合体を形成 しているだけなので,DNAが ヌクレ
アーゼにより分解をうけるのを避けられないこと,あ るいはカチオニックリポソームの作
用が血清蛋白質により阻害を受けたため と考えられる.膜 融合 リボソームの場合には,
DNAは リボソーム膜に封入されているためにヌクレアーゼによる分解か ら回避できるこ
と9),膜融合活性が血清蛋 白質の影響をほ とんど受けなかったために血清存在化でも遺伝
子導入できたものと考えられた.
これ らの結果から,膜 融合 リボソームは短時間で,低 い濃度で も遺伝子導入でき,か つ
血清の影響をほとんど受けないことが明 らか とな り,特 にinvivOの組織細胞への直接の
遺伝子導入においては優れたベクターとな りうる可能性が考えられた.そ こで次章におい
ては,膜 融合 リボソームを用いたinvivo遺伝子導入について検討を行った.
第三節 膜融合 リボソームを用いたマウス腹水癌へのinvivo直接遺伝子導入
膜融合 リボソームを用いたinvivo遺伝子導入について,Sarcoma-180(S-180)腹水癌マ
ウスに対してpCAL2封入膜融合 リボソームを腹腔内投与 し,S-180細胞のルシフェラー
ゼ発現を調べることにより検討を行った.
実験材料 と方法
(1)S-180腹水癌細胞へのinvivo直接遺伝子導入
S-180細胞(1×106個)をddY雄性マウス(5週令)に腹腔内投与 し,5日後にpCAL2
封入膜融合 リボソーム(OD540=1.0;DNA1.5μg/㎞1),およびカチオニックリポソーム ・
DNA複合体(DNA1.50r40μg!ml;DNA:カチオニックリポソーム=1:5(w))1mlを腹
腔内投与した.48時間後にS-180細胞を腹腔内よ り回収 し,ル シフェラーゼ活性を測定
した.
なお,そ の他の実験方法については,前 節までに記載の操作法に従 った.
実験結果および考察
1.5μgのpCAL2を封入 した膜融合 リボソームをS・180腹水癌細胞を有 したマウスに腹
腔内投与したところ,S-180細胞に高いルシフェラーゼ活性が認められた(Table7).一方,
カチオニックリポソーム ・DNA複合体のDNA1.5μg投与ではほとんどルシフェラーゼ
活性を示 さず,DNA40ysgの投与においても膜融合 リボソームのDNA1.5μgのときの約
85分の1の 活性 しか示 さなかった.こ の時,両 ベクターを投与 したマウスとも体重減少
等の副作用は示 さなか った.ま た,腹 腔内の細胞数 もBSS(一)を投与 したマウスと変化は
なかった.こ れ らの結果は,膜 融合 リボソームはinvivoの細胞に対して も直接遺伝子を
導入できることを示 してお り,そ の活性は投与量をも考慮に入れると,カ チオニック リポ
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ソーム ・DNA複合体と比較 し,1,000倍以上効率が よいことが判明した.
Table7.Comparisonofinvivogenetransferactivityof
fusogenicliposomesandcationicliposomes
Treatment
DNAConc.LuciferaseActivity
(μ91mouse)(RLU1107ceIls)
Fusogenicliposomea)
Cationicliposomeb)
1.5
1.5
40.0
8013t809
4.9tO.7
92.2t18.5
S-180(1×106)cellswerei.p.injectedintomaleddYmiceatdayO.At5days,
fusogenicliposomescontainingpCAL20rcomplexesofcationicliposomes
andpCAL2weregiveni.p.At7days,S-180cellswererecoveredand
luciferaseactivitywasmeasured.
a>;Fusogenicliposomescontaining1.5NgofpCAL2wereinjectedi.p.
b>;Complexesofcationicliposomesand1.50r40.ONgofpCAL2(DNA
cationicliposomes=1:5(w))wereinjectedi.p.
Means土S.D.;n=3
第四節 小括
膜融合 リボソームの遺伝子導入ベクターとしての性質について,非 ウイルスベクターと
して広 く用い られているカチオニック リポソームのリポフェクチン65)と比較 しなが ら検
討 した.膜 融合 リボソームは1分 か ら10分間の短時間の細胞 との接触においても遺伝子
導入できたのに対 し,カ チオニ ック リポソーム ・DNA複合体では十分な遺伝子発現を得
るためには30分間以上の作用が必要であった.ま た,カ チオニックリポソーム ・DNA
複合体は,膜 融合 リボソーム と同程度の遺伝子発現を得るためには細胞傷害性を伴 うこと
が避けられなかったのに対 し,膜 融合 リボソームは高濃度においても(ODsao=3.0;DNA
6.0μ91ml)全く細胞傷害性を示さなかった.さ らに,膜 融合 リボソームは血清存在化にお
いても遺伝子導入が可能であ り,こ れ らの性質を反映 してinvivoのS-180細胞に対 して,
効率よく遺伝子導入することが可能であった.一・方,カ チオニックリポソーム ・DNA複
合体は,膜 融合 リボソームの25倍以上のDNA量 を投与 してもわずかな活性 しか示 さず,
膜融合 リボソームはカチオニ ックリポソーム ・DNA複合体 と比較 して1,000倍以上効率
よくinvivoの細胞に遺伝子導入できることが判明した.
今回実験に用いた遺伝子は,細 胞内で複製不能なプラスミッ ドであるため一過性の遺伝
子発現 しか示 さなかった(Fig.18).膜融合 リボソームは遺伝子を効率的に細胞内に運ぶた
めのベクターの役割を提供 しているのであり,一・過性の遺伝子発現 しか示さなかった原因
は,膜 融合 リボソームの問題ではなく,導 入された遺伝子そのものの問題である.こ れは
現在,米 国を中心 とした遺伝子治療の臨床実験で用い られているウイルスベクターのレ ト
ロウイルスベクターやアデノウイルスベクターとは大きく性質を異にする問題である.す
なわち,レ トロウイルスベクターやアデノウイルスベクターでは,遺 伝子の形状やその発
現様式はベクター 自身の性質に依存したものであり,導 入される遺伝子の自由度は非常に
低い.一 方,膜 融合 リボソームの場合には,例 えばEptein-BarrVirus(EBV)79・80)や
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bovinepapillomavirus(BPV)80-83>,simianvirus40(SV40)s4>,humanpapovavirus(BKV)
85・86)などの動物細胞核内で染色体外DNAと して複製可能なプラスミッ ドを用いることに
より永続的な遺伝子発現を得ることも可能 と考え られる.こ れは,膜 融合 リボソームだけ
でなくカチオニ ックリポソームなどの非ウイルスベクターに共通の性質であるが,本 研究
で明 らか となったように,カ チオニックリポソームなどの物理 ・化学的複合体を利用する
非生物学的な方法では,遺 伝子の発現 と毒性 とのバランスを打破 し,細胞傷害性を示すこ
となく効率的な遺伝子発現を得ることは容易ではない.膜 融合 リボソームの場合は,ウ イ
ルスの感染能を生物学的に利用 して安全に,効 率よく遺伝子を細胞内に導入でき,さ らに
invivOの細胞への遺伝子導入 も可能である.こ のように膜融合 リボソームは,ウ イルスと
非ウイルスの中間の性質を有 したハイブ リッ トなベクターであり,ウ イルスベクター と非
ウイルスベ クターの長所を合わせ持ったベクターであるといえる.
また,膜 融合 リボソームを含めた非ウイルスベ クターに共通の問題点 として,細 胞質に
導入された遺伝子が核に移行する確率が約10-4と非常に低いといったことがあげられる
15・87).こ の10-4とい う数字は,核 膜が一時的に消失する増殖中の培養細胞を用いた検討
により明 らかにされたものであり,細 胞分裂を行っていない細胞においては,さ らに核へ
の移行は制限されることになる.こ れは特に,大 部分の細胞が分裂をしていないinvivo
の細胞への直接の遺伝子導入に際には非常に大きな問題 となる.細 胞内に導入 された遺伝
子は一般に,核 内に存在するRNAポ リメラーゼによる転写を受けて初めて翻訳され,蛋
白質 となるのであるから,遺 伝子を送達することによって治療効果のある蛋 白質を得るた
めには,遺 伝子は核内にまで達 しなければ作用は示さないことになる.と ころが,細 胞が
自身の恒常性を保つために,細 胞膜を有 しているのと同様に,核 にも核機能の恒常性維持
のために核膜が存在 し,細胞質 と核内への物質の輸送は厳密に制御されている.そ のため
今後は,遺 伝子の核への移行をどの様にして上昇させるか,あ るいは核移行の問題を回避
するために,細 胞質内で直接遺伝子発現を行 うシステムの開発が重要な研究課題 となる.
細胞質内で直接遺伝子発現 させるシステムのひ とつに,バ クテ リオファージT7発現系
が知 られてお り88-91),著者 もすでに本系を用いた検討を開始 している.す なわち,バ ク
テ リオファージT7RNAポ リメラーゼの酵素 と,T7プロモーターの制御下で遺伝子発現
をするプラスミッドDNAと を同時に膜融合 リボソームを用いて細胞に導入するとい うも
のである.膜 融合 リボソームは遺伝子だけでなく,蛋 白質などリボソームに封入できるも
のであれば どの様な物質でも細胞内に導入することが可能なので,様 々な機能を遺伝子に
付与できるなど,ベ クターの改良に関しての将来性は非常に高いと思われる.
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第 四 章TumorNecrosisFactor一α(TNF一α)遺 伝 子 を封 入 した膜 融 合 リポ ソ
ー ム の 固 形 癌 遺 伝 子 治療 へ の応 用
サイ トカイン遺伝子を癌細胞に導入 し,宿 主の抗腫瘍免疫反応の増強を期待する遺伝子
治療は,悪 性腫瘍に対する新 しい治療法 として期待 されている92,93).本法は,全 ての癌
細胞に遺伝子導入できなくて も抗腫瘍免疫反応を得ることができると考えられることか ら,
腫瘍組織内に直接遺伝子を導入するinvivoアプローチにおいて も効果が期待できる.し
か し,種 々のサイ トカイン遺伝子をinvitroで癌細胞に導入 し,そ の細胞をinvivoに移植
するexvivoアプローチによる実験においては,多 くの癌細胞において抗腫瘍免疫反応の
誘導がみ られるのに対 し94-106),すでにinvivoに存在 している癌細胞に,直 接遺伝子を導
入することによって治療効果を得たとい う報告は非常に少ない.こ れは,た とえサイ トカ
イン産生ベクターを腫瘍内に投与 し,抗腫瘍免疫反応が一部誘導できたとしても,腫 瘍が
ある程度の大きさを越えれば,腫 瘍増殖の抑制を得ることが困難であることを示 している.
そのため,現 在では複数のサイ トカイン遺伝子を組み合わせて免疫系のさらなる活性化を
促 した り107,108),サイ トカイ ン遺伝子 と自殺遺伝子を組み合わせた方法などが報告 されて
いるが109),その数も少ないのが現状であり,全 く新 しい方向からのアプローチが必要と
考えられ る.癌 に対する遺伝子治療は,労 力,費 用,簡 便 さなど全ての点か ら,invivo直
接遺伝子導入による方法が望ましいことは自明の理であるが,invivo遺伝子治療において
抗腫瘍効果が期待できるベクターやシステムの開発が非常に困難なため,将 来的重要研究
課題となっている.
腫瘍壊死因子α(Tumornecrosisfactor一α;TNF-a)は癌に対する遺伝子治療において
最も広 く研究されているサイ トカイン遺伝子の一つであり,癌 細胞や腫瘍浸潤 リンパ球に
invitroで遺伝子導入 し,そ の細胞をinvivoに移植することによって,抗 腫瘍免疫反応を
誘導できることが報告 されている9←99・106,110).さらに,TNF一α は腫瘍血管透過性の向上
111),腫 瘍血管内皮細胞の傷害を引き起 こす ことや112-114),腫瘍血管内皮細胞や腫瘍細胞
のICAM-1(intercellularadhesionmolecule-1),ELAM-1(endothelialleukocyteadhesion
molecule1;Eselectin)等の接着分子の発現を誘導する115)ことが知 られている.ま た,免
疫系の細胞が癌組織に浸潤するためには,ま ず腫瘍血管内皮細胞に作用する必要がある.
これ らのことを考慮すると,TNF一α を腫瘍組織上流の血管内皮細胞や腫瘍血管内皮細胞
に産生させることによって腫瘍組織のTNF一α濃度を選択的に高め,腫 瘍のみな らず腫瘍
血管内皮細胞にもTNF一α が作用 しうるシステムを構築することにより免疫系の効率的な
活性化が得 られる可能性がある.
そこで本章では,固 形癌に対するinvivo遺伝子治療の新 しい戦略として,腫 瘍支配動
脈内にヒ トTNF一α の遺伝子を直接導入することによって腫瘍組織上流の血管内皮細胞や
腫瘍血管内皮細胞にヒ トTNF一α を産生させ,腫 瘍増殖の抑制がみ られるかどうかを検討
した.
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第一節 血管内皮細胞へのTNF一α遺伝子の導入
膜融合 リボソームにヒ トTNF一α発現プラスミッドpCATNE2を封入 し,培 養ウシ大動
脈血管内皮細胞(BAEC)に作用 させた ときのTNF-aの発現量について検討 した.ま た,
S-180細胞をfootpadに移植 したマウスの腫瘍支配動脈である大腿動脈内に直接
pCA㎜ 封入膜融合 リボソームを投与 し,大腿動脈および腫瘍部位(footpad)のTNF一
α の発現について検討 した.
実験材料と方法
(1)TNF一α 発 現 プ ラス ミ ッ ドpCATNF2の構 築
ヒ トTNF一αcDNA116)をpBR322のPstI部位 に挿 入 した プ ラス ミ ッ ド(大 日本 製 薬 株
式会 社 山 田正 明先 生 よ り供 与)のPstIフラグ メン トを,pGEM-3Zf(+)(プロメガ)の
PstI部位 に挿 入 した.生 じた プ ラス ミ ッ ドのHindIIIフラグ メン トを,pBV1のHindIII
部 位 に挿 入 し,pCATNF1を得 た.pBV1はpBY1の 誘 導 プ ラ ス ミ ッ ドで あ り67),pGEM-
5Zf(+)(プロメガ)にpCAGGS68)由来 の ニ ワ ト リβ一ア クチ ンプ ロモ ー タ ー とサ イ トメガ
ロウイ ル スエ ンハ ンサ ー,お よびSV40earlygenepoly(A)signalを挿 入 した もの で あ る.
TNF一α のcodingframeを,β一ア クチ ン ス ター トコ ドン のす ぐ下 流 に接 続 させ る た め,
オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(5'TTCCTCCGCAGCCAGCCATGAGCACTGAAAGCAT3')をプ ライ
マ ー と して 用 いkunkelらの方 法69)に従 い,site-directedmutagenesisを行 い,pCATNF2
を得 た(Fig.23).5'非翻 訳 領 域 の遺 伝 子 配 列 は,Sangerらの方 法70)に従 いsequenceする
こ とに よ り確 認 した.pCATNE2に よ り産 生 され る蛋 白質 が 活性 の あ る ヒ トTNF一α で あ
る こ とは,L929細胞 を用 い たBioassay117)を行 うこ とに よ り確 認 した.
pCATNF2はL細 胞 にお い て,pCATNF1と 比較 し,約5倍 のTNF一α の発 現 を示 した
(デー ター は示 さず).実 験 にはpCATNF2を用 い た.
(2)プラス ミッ ドDNAを 封 入 した膜 融 合 リボ ソ ー ム の調 製
ヒ トTNF一α 発 現 プ ラス ミ ッ ドpCATNF2を用 い,第 三章,第 一 節 に 準 じた方 法 で 膜 融
合 リボ ソー ム を調 製 した.
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Fig.23StructureofhumanTNF-a.
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(3)培養ウシ大動脈血管内皮細胞(BAEC)におけるTNF一α発現
35一㎜ ディ ッシュにB超Cを1×105イ固雛 し,2塒 間後に細胞をBSS(+)で瀞 し
た後,BSS(+)で懸濁 したpCATNF2を封入 した膜融合 リボソーム(OD540=O.2S;DNA
O.5μg!ml)を37℃で90分間作用 させた.DMEMで 細胞を洗浄後,通 常の培養液で培養
し,培 養液中に分泌されたTNF一α の産生量をELISA(EnzymeLinkedImmunosorbent
Assay,BioSourceInternational)法で測定 した.本 法における検出限界は,0.112pg!mlで
あった.
(4)マウス大腿動脈血管内皮細胞へのinvivo直接遺伝子導入によるTNF一α発現
ddY雄性マウス(5週令)の左脚footpadにS-180細胞(1×106個)を移植 し,footpad
の厚さが5mm以 上(通常は約2mm)に 達 した7日 後に,左 脚大腿動脈を露出させ,27
ゲージの注射針を用いて,pCATNF2を封入 した膜融合 リボソーム(OD540=6.0)を30μ1
(DNAO。36μg)大腿動脈内に直接投与 した.10分間血流を遮断した後,アロンアルファ(三
共)で血管の穴をふさぎ,血 流を再開させた.48時間後,血 管1cmとfootpadの腫瘍を
回収 し,BSS(一)で懸濁 し細切 した後,凍 結融解を3回 繰 り返 した.遠 心にて細胞を沈殿
させ,上 清に含まれるTNF一α の量をELISA法で測定 した.
実験結果および考察
ヒ トTNF-a発現プラス ミッ ドpCATNF2を封入 した膜融合 リボソームをBAECに作
用させた ところ,培 養上清申にはBAECよ り分泌 されたTNF一αが認められ,そ の累積
産生量は細胞106個あた り1週 間で381pgに達 した(Fig.24).TNF-aの24時間あたりの
最高発現量は,遺 伝子導入24時間後か ら48時間後までの間の116pg/106細胞であ った.
次に,マ ウスのinvivoの血管内皮細胞への遺伝子導入について検討するため,footpad
にS-180細胞を移植 し,footpadの厚 さが5mm以 上に達 した7日 後にpCATNF2封入膜
融合 リボソームを腫瘍支配動脈である大腿動脈内に投与した(Fig.25).invitroでBAEC
に遺伝子導入 した ときに最高のTNF一α の産生を示 した48時間後に膜融合 リボソームを
投与 した血管(1cm),およびその下流に移植されているS-180細胞を回収 し,TNF-aの
発現を調べた(Table8).その結果,血 管において370.3pgものTNF一α の産生が認めら
れ,膜 融合 リボソームを用いることによってマウスの大腿動脈血管内皮細胞への直接の遺
伝子導入が可能であった.こ れは膜融合 リボソームが,短 時間の細胞 との接触によっても
十分な遺伝子導入ができるとい う性質(Fig.20)を反映 したもの と考え られた.ま た,
TNF一α の発現はfootpadに移植された腫瘍部位においても認められ(68.9pg),腫瘍支配
動脈である大腿動脈か ら投与された膜融合 リボソームは,一 部腫瘍部位まで到達 し,遺 伝
子を導入 したもの と考え られた.腫 瘍部位の血管は正常組織の血管に比べ高い透過性を示
すことが知 られているが118-121),リボソームが透過できるほどではないため46),腫瘍部
位における遺伝子発現は主に腫瘍血管内皮細胞によって産生されたものと考えられた.な
お,マ ウスの血中にはヒ トTNF一α は認められなかった(データーは示 さず).
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Fig.24 TNF-a production from cultured bovine  aortic 
 endothelial cells (BAEC) transfected by fusogenic 
 liposomes containing pCATNF2 
Cultured BAEC were incubated with fusogenic liposomes 
containing pCATNF2 with  OD54o of 0.25 at  37  °C for 90  min. 
Medium was recovered every 24 h, and the amount of TNF-a 
was measured by ELISA. Data was expressed as total  TNF-a 
production. Each point represents he mean ± S.D. of three 
experiments.
 Time  (h)
Femoral vein
Fusogenic  liposomes 
containing TNF-a 
expression  piasmid, 
pCATNF2
Fig.25 Diagram of the introduction of hTNF-a gene into the mouse 
artery controlling tumors
Table 8. In vivo expression of human TNF-a in the artery vessels and tumors of 
the mouse after direct transfection of fusogenic liposomes containing pCATNF2
Human TNF-a production
artery vessels (pg/cm vessels)
tumor (pg/site)
370.3 ±
 68.9±
134.7
19.6
 S-180 cells (1 x 106 cells) were inoculated into the footpad of ddY mice. On day 7, 30  pl of 
fusogenic liposomes containing pCATNF2 with  OD54o f 6.0, which contained 0.36 pg of DNA, 
was injected into the femoral artery using a 27-gauge needle. Blood flow was stopped for 10 
 min to transfect he artery. After incubation, the needle hole was closed with an adhesive
agent and blood flow was restored. Fourty eight hours later, the femoral artery (1 cm) 
transfected with fusogenic liposomes containing pCATNF2 and S-180 cells were recovered 
and human  TNF-a levels were measured by ELISA. Data represents mean ± S.D. of four 
experiments.
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第二節 膜融合 リボソームをマウス大腿動脈内に投与 したときの封入物質の体内分布
前節において,pCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを腫瘍支配動脈内に投与するこ
とによって,血 管および腫瘍部位にTNF一α の発現がみ られることが明らか となった.そ
こで本節では,膜 融合 リボソームをマウスの大腿動脈か ら投与後の封入物質の血管内皮細
胞内への局在について,Fluorescein-isothiaonate(FITC)一デキス トラン(平均分子量
71,200)を膜融合 リボソームに封入 し,蛍 光顕微鏡観察することによって検討 した.ま た,
pCATNF2封入膜融合 リボソームを投与後のpCATNF2の体内分布について調べるため,
各臓器 中のpCATNF2の局在をPolymeraseChainReaction(PCR)を行 うことにより検討
した.
実験材料 と方法
(1)FITC一デキス トランを封入 した膜融合 リボソームの大腿動脈内への投与
第一章,第 一節に準じた方法でFITC一デキス トラン(平均分子量71,200)(300mg/ml)
(Sigma)を封入 した一枚膜 リボソームを作製 し,不 活化センダイ ウイルスと反応 させて膜
融合 リボソームを得た.
ddY雄性マ ウス(5週令)の大腿動脈を露出させ,27ゲージの注射針を用いて,FITC一
デキス トランを封入 した膜融合 リボソーム(OD540=6.0)を30μ1大腿動脈内に直接投与 し
た.10分間血流を遮断 した後,27ゲージの注射針を用いてBSS(一)を投与することにより
血管内を洗浄 し,大 腿動脈および大腿静脈部分を回収 して包埋剤(TISSUE-TEK;Miles)
に包埋 した.液 体窒素で組織を凍結 した後,ク リオスタットで凍結切片を作製 し(15yam),
蛍光顕微鏡により血管へのFITC一デキス トランの局在を観察 した.
(2)PCRによるpCATNF2の体内分布の検討
pCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを,第 四章,第 一節に準 じた方法で作製 した.
ddY雄性マウス(5週令)の左脚footpadにS-180細胞(1×106個)を移植 し,第 四章,
第一節に準 じた方法でpCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを投与 した.48時間後,
左脚大腿動脈(1cm),腫瘍,脳,胸 腺,肺,心 臓,肝 臓,脾 臓,腎 臓を回収 し,20mM
トリス(pH8.3)/0.5%Tween20/1.5mMMgC12125mMKCI/1mMEDTAで10%ホモ
ジネイ トを行った.こ こにプロテイナーゼKを0.1mg/mlになるように加え,56°Cで2
時間反応 させた.95℃で10分間反応させることによりプロテイナーゼKを 失活 させ,
12,000rpm,5分間遠心 した.上 清のDNAを フェノール,フ ェノール/ク ロロホルムで
抽出後,エ タノール沈殿を行い,DNA100ngをPCR用サンプル とした.
ヒ トTNF一αの遺伝子増幅のためのPCRのプライマーは,次 のようにデザインした:
ヒ トTNF一α センスプライマー,5'-ACCTCTCT(TAATCAGCCCTCT-3',アンチセ ンスプ
ライマー,5'-GTTGAGGGTGTCTGAAGGAGG-3'(増幅フラグメン トサイズ,585bp).
なお,こ のプライマーはマウスTNF一α とは交差 しないことを確認 した.PCRは93℃ で
2分間加熱 した後,93℃ で1分 間の変性,61℃ で1分 間のアニー リング,72°Cで1分
間の増幅反応を40サイクル行った.反 応終了後,2.0%アガロースゲル電気泳動を行い,
エチジウムブロマイ ドでDNAを 染色 した.
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 Flg.26 In vivo delivery of  F1TC-dextran  Intothe artery vesells by  intraarterlai administration f 
fusogenic  liposomes 
Thirty microliter offusogenic liposomes containing FITC-dextran (Mw.  71,200) with  ODs40 of 
6.0 was injected into the femoral artery using a 27-gauge needle, and blood flow was 
stopped for 10  min. Then  BSS(-)  was injected into the artery to wash free fusogenic 
liposomes. Tissues were isolated and quick frozen, embedded in  OCT.,.. sectioned at 15 
pm, and set onto glass slides. Sections were examined by fluorescent microscopy. Right 
 vesell indicates aorta, and left  vesell dose vein.
Fig.27 Tissue distribution of vector DNA  atter intraarterial administration of fusogenic 
 liposomes containing pCATNF2 
Fusogenic liposomes containing pCATNF2 were administrated asdescribed in Table 8. Two 
days later, each tissue was recovered and treated with 0.1  mg/ml proteinase K, 0.5 % Tween 20, 
1.5 mM  MgC12, 5 mM KCI, 20 mM Tris (pH  8.3) at 56  °C for 2 h, and then at 95 °C for 10  min. 
Then genomic DNA was prepared by phenol and chloroform extraction. A PCR was performed 
by using 100 ng genomic DNA for 40 cycles of denaturation (93  °C, 1  min), annealing (62  °C, 1 
 min), and polymerization (72  °C, 1  min). Samples were analyzed by ethidium bromide staining 
on a 2.0  % agarose gel.
実験結果および考察
膜融合 リボソームをマウス大腿動脈に投与することにより,封入物質が動脈血管内皮細
胞に導入 されていることを確認するため,FITC一デキス トラン(平均分子量7ユ,200)を封入
した膜融合 リボソームを用いて,血 管内へのFITC一デキス トランの局在を蛍光顕微鏡で観
察 した(Fig.26).FITC一デキス トラン封入膜融合 リボソームを大腿動脈に投与し,動脈お
よび静脈部分の凍結切片を作製 した ところ,動 脈血管内皮細胞にはFITC一デキス トランの
蛍光が認められ,膜 融合 リボソームは確かに封入物質を血管内皮細胞内に導入 しているも
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のと考えられた.一 方,静 脈血管内皮細胞には全 く蛍光が認められず,大 腿動脈か ら投与
された膜融合 リボソームは,主 に投与部位の血管内皮細胞に融合 し,物質導入できるもの
と考えられた.
次に,ヒ トTNF一α発現プラスミッドpCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを大腿動
脈から投与 したときのpcATNF2の臓器分布を,PcRを行 うことにより検討 した(Fig.27).
大腿動脈部分においてはpCATNF2の存在を示す585bpのバン ドが認められ,一 部その
下流のfootpadに移植された腫瘍部位にも認め られた.こ れは,Table8において検討 し
た血管 と腫瘍部位のTNF一α の発現を反映 したものであった.一 方,血 管 と腫瘍部位以外
の正常組織においては,本 条件下では全 くバン ドは認められず,大 腿動脈か ら投与 された
膜融合 リボソームは,血 管とその下流の組織である腫瘍組織に特異的に遺伝子を導入 した
ものと考えられた.こ れは,膜 融合 リボソームが血中で比較的速やかに分解 されるために
(デー ター は示 さず),投与 された近傍の組織の細胞 とは融合できるものの,他 の組織の細
胞 とは融合することがあま りなかったため と考えられた.ま た,大 腿動脈血管内皮細胞に
おけるpCATNF2の存在は,少 な くとも投与16日後においても確認できた(データーは
示さず).
第三節 腫瘍支配動脈へのTNF一α遺伝子導入による抗腫瘍効果
pCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを腫瘍支配動脈である大腿動脈内に投与するこ
とにより,大腿動脈およびfootpadに移植 されたS-180癌組織の細胞にTNF一α遺伝子が
導入され,ヒ トTNF-aが産生されることが明らか となった.そ こで本章では,産 生され
たTNF-aによってS-180細胞の増殖が抑制 されるかどうかを検討した.ま た,TNF一α
による腫瘍退縮のメカニズム解明を目的として,抗CD4,CD8抗体を投与 し,T細 胞が
一部欠損 したマウスを用いて,腫 瘍増殖抑制効果におよぼすCD4,お よびCD8陽 性T細
胞の関与について検討 した.
実験材料 と方法
(1)TNF一α 遺伝子導入によるS-180固形癌に対する抗腫瘍効果
pCATNF2を封入 した膜融合 リボソームを,第 四章,第 一節に準じた方法でddYマウ
スの大腿動脈に投与 した.コ ン トロール として,生 食,お よびルシフェラーゼ発現プラス
ミッドpCAL2を封入 した膜融合 リボソームを投与 した.ま た,pCATNF2封入膜融合 リ
ボソームを,S-180細胞を移植 した脚 と反対の脚(右脚)の大腿動脈に投与 した場合につい
ても検討 した.
腫瘍の増殖を観察するため,3・4日毎にfootpadの厚さを測定し,治 療開始前 との
footpadの厚 さの比を求めた.
腫瘍増殖の指標 となるfootpadの厚 さの統計学的な有意差の評価は,Studentt-testに
より行った.
II
また,マ ウスの形態写真をサンプル投与20日後に撮影 した.
(2)腫瘍増殖抑制に及ぼす抗 ヒトTNF一α抗体の効果
マウス抗 ヒトTNF一α 中和抗体(Genzyme)122・123)0.1mgを,TNF一α遺伝子封入膜融
合 リボソームを投与した日,お よびその3日 後に腹腔内投与 し,腫瘍増殖抑制に及ぼす効
果を観察 した.
コン トロールとして,抗 ヒトインターロイキン6(IL-6)中和抗体(SK2)(中外製薬株式
会社大杉義征先生より供与)124)0.1mgを,腹腔内投与 した.
(3)腫瘍増殖抑制に及ぼすT細 胞の影響
ラット抗マウスCD4抗体(GK1.5;日本グラクソ株式会社尾籐荘二先生より供与)125)
0.5mg,およびラット抗マウスCD8抗体(2.43;国立精神 ・神経センター山元弘先生より
供与)126)0.5mgを,TNF一α遺伝子封入膜融合 リボソームを投与する24時間前に尾静脈
投与 し,腫瘍増殖抑制に及ぼす効果を観察 した.抗 体投与24時間後か ら少なくとも10日
闇は,マ ウスのCD4お よびCD8陽性T細 胞が消失 していることを,フ ローサイ トメー
ター(ファルマシア)により確認 した.
なお,そ の他の実験方法については,前 節 までに記載の操作法に従 った.
実験結果および考察
Fig.28に,footpadに移植 したS-180細胞の増殖に対 して,pCATNF2封入膜融合 リポ
ソームを腫瘍支配動脈である大腿動脈内へ直接投与 したときの影響について検討した結果
を示す.pCATNF2を封入 した膜融合 リボソーム投与群では,有 意な腫瘍増殖の抑制が観
察され,11匹中4匹 は完全に腫瘍が消失 した.TNF一αはいくつかの腫瘍において出血壊
死を誘導 し,腫 瘍を退縮 させることが知 られているが122,127-130),本実験では出血壊死は
全 く認められなかった.従 って,本 実験における腫瘍の退縮は,TNF一αによる腫瘍血管
内皮細胞への傷害作用のためにもたらされた ものではないことが示唆された.ま た,
TNF一α は培養S-180細胞への傷害作用を示 さなかったことから(データーは示 さず),
TNF一α による直接の抗腫瘍活性によりS-180の退縮が観察 されたわけではないことが明
らか となった.Fig.29はその時のfootpadの腫瘍の様子の写真であり,TNF一α遺伝子を
投与 したマウスは完全にS-180癌細胞が治癒 しているのに対し,コ ン トロールの生食投与
ではS-180癌細胞の増殖のため,footpadが大きく腫れていた.ま た,完 全治癒を示 した
マウスに,S-180細胞を移植 していた脚 と反対の脚のfootpadにS-180細胞(1×106個)
を再移植 してもS-180細胞は生着せず,S-180細胞に対する抗腫瘍免疫が誘導 されている
可能性が示唆された.一 方,コ ン トロール としてルシフェラーゼ発現プラス ミッド
pCAL2を封入 した膜融合 リボソームを投与 したマウスでは,全 く腫瘍増殖の抑制はみ ら
れなかった(Fig.28).このことか ら,pcATNF2封入膜融合 リボソームの投与によって得
られた腫瘍増殖の抑制は,膜 融合 リボソーム 自身の作用ではなく,遺 伝子導入の結果発現
されたTNF一α によるものである可能性が考えられた.ま た,TNF一αが腫瘍上流血管内
皮細胞および腫瘍血管内皮細胞によって産生されることが,抗 腫瘍効果の発現に必須であ
るかどうかについて検討するため,S-180細胞を移植 した脚 と反対の脚の大腿動脈に
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 Fig. 28 Tumor growth after the direct gene transfer 
into the femoral artery 
 S-180 cells (1 x 106 cells) were inoculated into the left 
footpad of ddY mice. On day 7, 30  pl of fusogenic 
liposomes containing pCATNF2 (0) with  00540 of 6.0, 
which contained 0.36 pg of DNA, was then injected into 
the femoral artery controlling tumors using a 27-gauge 
needle. As a control, mice were treated in the same 
fashion with an identical quantity of fusogenic liposomes 
containing pCAL2  (^), which was expression plasmid for 
firefly luciferase, or saline (A). Fusogenic liposomes 
containing pCATNF2 was also injected into the femoral 
artery of the right legs without tumors (X). Blood flow 
was stopped for 10  min to transfect he artery. After 
incubation, the needle hole was closed with an adhesive 
agent and blood flow was restored. The thickness of 
footpad was measured every 3 or 4 days to monitor the 
tumor growth. Each point represents the mean ± S.E. of 
11 to 13 mice. Statistical significance compared with 
saline-control group:  *P<0.0001,  **P<0.05.
Fig.29 Photograph of two mice, bearing S-180  cells, injected with saline (A) 
or with fusogenic  liposomes containing pCATNF2 (B) 
Fusogenic liposomes containing pCATNF2 were injected as described in Table 8. 
Photographs were taken on day 27.
Fig.30 Anti-human  TNF-a antibody blocks the anti-tumor 
effect of fusogenic liposomes containing pCATNF2 
Mice were injected i.p. with 0.1 mg of mAb against human  TNF-a 
at day 0 and 3 after the administration of fusogenic liposomes. 
As a control, mice were treated in the same fashion with an 
identical quantity of isotype-matched irrelevant antibody (mouse 
 anti-human IL-6; SK2). The thickness of footpad was measured 
every 4 days to monitor the tumor growth. 
0, non-treatment;  ^, anti-human TNF-a;  •, anti-human IL-6 
Each point represents the mean ± S.E. of 7  to  9 mice.
 Fig.31  CD4+ and  CD8. T-cell involvement in suppression 
of S-180 solid tumor by fusogenic liposomes  containing 
pCATNF2 
Mice were injected i.v. with 0.5 mg of either anti-CD4 or anti-
CD8 mAb on the day before the administration of fusogenic 
liposomes containing pCATNF2. The thickness of footpad 
was measured every 4 days to monitor the tumor growth. 
0,  non-treatment  ; ^ , anti-CD4; A, anti-CD8 
Each point represents the mean ± S.E. of 6 or 7 mice.
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pcATNF2封入膜融合 リボソームを投与 した(Fig.28).しか しながら,こ のような条件下
では腫瘍増殖の抑制は観察 されず,抗 腫瘍効果発現には,TNF一αが腫瘍支配動脈および
腫瘍組織の細胞に産生される必要があることが明 らか となった.
そこで,pCATNF2封入膜融合 リボソームの抗腫瘍効果が,本 当にマウスのinvivoで産
生されたヒ トTNF一α によるものであることを明らかにするため,抗 ヒ トTNF-a中和抗
体122,123)を投与することにより,腫瘍増殖の抑制が消失するか どうかを検討 した(Fig.30).
その結果,コ ン トロール として抗 ヒ トIL-6124)中和抗体を投与 しても,全 くpCATNF2封
入膜融合 リボソームの抗腫瘍効果に影響がなかったのに対 し,抗 ヒ トTNF-a中和抗体の
投与では,腫 瘍増殖抑制効果が完全に消失 した.こ れ らの結果から,pCATNF2封入膜融
合 リボソームを,腫 瘍支配動脈である大腿動脈内へ直接投与することによって得 られた抗
腫瘍効果は,pCATNF2が腫瘍支配動脈である大腿動脈や腫瘍組織の血管内皮細胞な どに
導入 され,産 生 されたヒトTNF一α によりもたらされたものであることが明らか となった.
次に,本 系における腫瘍退縮のメカニズム解明を目的 として,宿 主のT細 胞系の関与
について調べた.マ ウスに抗マウスCD4抗体(GK1.5)125),あるいは抗マウスCD8抗体
(2.43)126)を投与 し,そ れぞれCD4あ るいはCD8陽 性T細 胞を消失 したマウスを用いて,
TNF一α遺伝子導入による抗腫瘍効果について検討 した(Fig.31).その結果,cD4あ るい
はCD8陽 性T細 胞を消失 したマウスでは,完 全にTNF一α 遺伝子導入による効果が観察
されなくなった.こ れ らの結果より,遺 伝子導入 され,産 生 されたTNF一α によるS-180
腫瘍増殖の抑制には,宿 主のCD4お よびCD8陽 性T細 胞の働きが重要な役割をしてい
るものと考えられた.
本実験における腫瘍退縮の詳細なメカニズム解明については今後の重要な研究課題であ
るが,血 管を介 してTNF一α 遺伝子を導入 し,腫 瘍細胞だけではなく腫瘍血管内皮細胞に
もTNF一αが作用 し得る本 システムは,TNF一α遺伝子を用いた癌の遺伝子治療において
全 く新 しい戦略を提示 したものと考えられる.
第四節 小括
TNF一α は当初,正 常細胞を傷害することなく,癌 細胞を選択的に傷害する物質 として
発見 され,そ の強力な抗腫瘍活性か ら夢の抗癌剤 として注 目を集めたサイ トカインである
131-133).し か しなが ら,全 身投与におけるTNF一α の奏効率は5%前 後 と期待を大き く裏
切る結果に終わっている.こ れは,副 作用のために投与量が抗腫瘍効果を期待できる量を
はるかに下回っているためと考えられている127,134,135).一・方,TNF一αの腫瘍内投与や動
注療法などの局所療法では高い奏効率が得 られることが明 らかとな り136-i41),治療効果発
現にはTNF一α の腫瘍局所における濃度をいかに高めるかが重要な問題となっている.
TNF一α 遺伝子を用いて癌細胞や腫瘍浸潤 リンパ球にTNF一α を発現 させる癌の遺伝子
治療は96-99,106,110),腫瘍局所におけるTNF一α濃度を選択的に高め,正 常細胞への副作用
を押 さえることが期待できることから,癌 に対する新 しい治療法として期待 されている.
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しか し,現 在までに報告 されているTNF一α 遺伝子を用いた癌の遺伝子治療に関する動物
実験や臨床実験は,遺 伝子をinvitroで導入 し,そ の細胞をinvivoに移植するexvivoの
系で行われている.そ のため,実 際の臨床においては,ば く大な労力 と費用を要す ること
が予想され,将 来的にはより簡便な,invivoの組織細胞に直接TNF一α をはじめとするサ
イ トカイン等の遺伝子を導入するinvivo遺伝子治療が主流になると考えられる.と ころ
が,invivoにすでに生着 している癌に対 して,直 接遺伝子を導入 し,治療効果を得た とい
う報告は非常に少ない.著 者の検討においても,ddYマウスの腹部皮内に移植 されたS-
180固形癌に,pCATNF2封入膜融合 リボソームを腫瘍内投与 しても,全 く抗腫瘍効果は
得 られなかった.従 って,固 形癌に対するinvivo遺伝子治療においては,全 く新 しい方
向か らのアプ ローチが必要 と考えられた.そ こで,TNF一α の腫瘍血管内皮細胞への作用
を第一のターゲ ットとしたアプローチでの検討を行った.す なわち,TNF一α を腫瘍上流
の血管内皮細胞や腫瘍血管内皮細胞に産生 させることによって,TNF一α を持続的に腫瘍
血管内皮細胞や腫瘍細胞に作用 させ,よ り効率よく免疫系の細胞を活性化 させる結果,す
でに生着 している癌に対 しても抗腫瘍効果が得 られるのではないか と考え,実 験を行 った.
まずはじめに,footpadにS-180細胞を移植 したマウスの腫瘍支配動脈である大腿動脈
内に膜融合 リボソームを用いてpCATNF2を導入 し,ヒ トTNF一α を発現させることが可
能か どうかについて検討 した.投 与48時間後,PCRで解析 したところ,投 与部位の大腿
動脈およびそのす ぐ下流の組織である腫瘍組織にはpCATNF2の存在が認め られ,さ らに
ヒトTNF一α の発現 もみ られた.
そ こで,発 現 された ヒ トTNF一α によってS-180固形癌の増殖が抑制されるかど うかを
検討 した.そ の結果,pCATNF2封入膜融合 リボソームを投与 したマウスにおいては,顕
著な腫瘍増殖の抑制が認められ,11匹中4匹 は腫瘍の完全治癒を示 した.コ ン トロール
としてル シフェラーゼ発現プラスミッドpCAL2を封入 した膜融合 リボソームを投与 した
マウスにおいては,腫 瘍増殖の抑制が全く認め られないこと,pCATNF2封入膜融合 リポ
ソームの効果が,抗 ヒ トTNF一α 中和抗体の投与によって完全に消失 したことか ら,導 入
されたヒ トTNF一α遺伝子により発現 したヒ トTNF一α によって抗腫瘍効果がみ られた も
のと考え られた.ま た,TNF一α 遺伝子をS-180細胞を移植 した脚 と反応の脚の大腿動脈
に投与 しても効果がみ られないことか ら,腫瘍上流および腫瘍組織よりTNF一α が持続的
に分泌されることが,腫 瘍増殖の抑制には必要であることが明 らか となった.さ らに,抗
CD4,CD8抗体の投与によって,そ れぞれCD4,CD8陽性T細 胞を消失 したマウスにお
いて,TNF一α遺伝子導入による抗腫瘍効果が完全に消失 したことか ら,宿 主のT細 胞の
働きが腫瘍増殖の抑制には重要な役割を果た していることが示唆された.ま た,腫 瘍が
完全に消失 したマウスに,S-180細胞を再投与 して も腫瘍の生着はみ られず,腫 瘍免疫反
応が誘導 されている可能性が考えられた.本 系における腫瘍退縮の詳細なメカニズム解明
については今後の重要な研究課題であるが,腫 瘍組織上流の血管内皮細胞や腫瘍血管内皮
細胞から産生されたTNF一α によって,腫 瘍血管内皮細胞上の リンパ球をはじめとす る免
疫担 当細胞の浸潤を促す接着分子等の発現が上昇 し,免疫担当細胞の腫瘍組織への浸潤を
効率 よく誘導 している可能性が考えられる.さ らに,TNF一α は様々な免疫調節作用を有
し,マ クロファージ142-144),NK(naturalkiller)細胞145),好中球の活性化146),T細胞の
増殖促進147),リンパ球のインターロイキン2(IL-2)レセプター発現148)や癌細胞のMHC
.・
(majorhistocompatibilitycomplex)classI発現増強149),他のサイ トカインの誘導150-154),
LAK(lymphokine-activatedkillercells)155),CTL(cytoto)dcTlymphocyte)156,157)などの抗
腫瘍エフェクター細胞の誘導を増強することが知 られていることか ら,TNF-aは腫瘍組
織に効率よくリクルー トした免疫担当細胞の抗腫瘍活性を増強 していることが考え られた.
これ らの結果は,TNF一α を腫瘍上流の血管内皮細胞や腫瘍血管内皮細胞か ら産生 させ
ることによって,TNF一α の腫瘍集積性を高め,さ らに腫瘍細胞のみな らず腫瘍血管内皮
細胞をもターゲ ットとすることにより,優 れた抗腫瘍効果が得 られたことを示している.
固形癌の局所にサイ トカイン遺伝子を直接投与 し,抗腫瘍効果が観察されたという報告は
ほとんどないのが現状であ り,血管を介 して腫瘍組織にサイ トカイン遺伝子を導入する本
システムは,固 形癌の遺伝子治療に対 して全 く新 しい戦略を提示 したものと思われ,今 後
の癌遺伝子治療に一つの指針を与えるもの と考えられた.
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総括
1)膜融合 リボソームの開発 とその完全精製
近年の分子細胞生物学の著 しい発展により,数 多くの疾病の遺伝子 レベルでの病因解析
がなされつつあり,そ れ らの疾病に対 して,遺 伝子のレベルで根本から治療を行 う遺伝子
治療が現実味を帯びたものにな りつつある.こ れは薬物治療の観点からみれば,細 胞の機
能を遺伝子の レベルで付加 ・修復 させることによって生理活性物質などを産生 させ,細 胞
による疾病の治療を行 うとい う意味で,い うなればCellTherapyともい うべき新 しい概
念による薬物治療法の開発にもつながるものである.
しか し,こ のような治療法の開発には,細 胞内に自由に,効 率よく遺伝子をはじめ とす
る蛋白質,ペ プチ ドなどの高分子物質を導入する技術を開発する必要がある.そ こで本研
究では,様 々な物質を効率よく細胞内に導入することができるベクターである一枚膜膜融
合 リボソームの開発を行った.膜 融合 リボソームはセ ンダイウイルスのエンベ ロープ蛋白
質を膜表面に有 した リボソームであり,セ ンダイウイルスが細胞に感染する際の細胞膜 と
の融合能 をそのまま付与 した粒子である.
膜融合 リボソームなセンダイウイルスとリボソームを単に37℃ で反応 させ,融 合させ
ることにより作製できる.両 者の反応物か らの膜融合 リボソームの精製は,セ ンダイ ウイ
ルスとリボソームのサイズはほぼ等 しいが,比 重が異なることを利用 し,蔗 糖密度勾配遠
心法により行 った.精 製 した膜融合 リボソームの平均粒子径は,セ ンダイ ウイルス(332
nm)とリボソーム(304nm)が1:1の比で融合 した と考えられる379nmであ り,電 子顕
微鏡で観察すると,そ の膜表面にはセンダイウイルスのスパイク蛋白質を有 していた.単
独では細胞内に入ることができないが,一 分子で も細胞質内に導入されれば細胞 を殺すこ
とができるジフテ リア毒素フラグメン トA(DTA)を膜融合 リボソームに封入 し,そ の膜
融合能を検討 したところ,膜 融合 リボソームはセンダイウイルスの濃度に換算 して50
HAU/ml(OD540=0.003)以上の濃度において100%全ての細胞にDTAを 導入 し,細 胞を
死滅 させることが可能であった.ま た,こ の膜融合能は,セ ンダイウイルスのエンベ ロー
プ蛋 白質であるHN蛋 白質 とF蛋 白質の両蛋 白質の活性に依存 したものであった.さ ら
に,培 養株化細胞や初代培養細胞を用いた実験から,膜 融合 リボソームはヒト・サル ・ウ
シ ・イヌ ・マウス ・ラット・ハムスター ・ウサギ由来の様々な細胞に対 してほぼ同じ効率
で融合できることが判明した.こ れはセンダイ ウイルスのレセプターが,シ アル酸 とい う
細胞表面 に普遍的に存在 している物質であることを反映 したものと考えられた.調 べた限
り唯一の例外は初代ヒ トリンパ球であ り,約70%の 細胞が膜融合 リボソームと融合 しな
かった.
2)DTA封入膜融合 リボソームの癌治療への応用
DTAは単独では細胞内に入ることができないため全く活性を示 さないが,一 分子でも
細胞内に入ると蛋白合成を阻害 し,細 胞を殺すことができる強力な毒素であ り,DTAを
細胞質内へ送達するためのdeliverysystemが開発されれば,強 力な抗癌剤 とな りうるもの
一50一
と考えられる.膜 融合 リボソームは細胞 と積極的に結合 し,膜融合により封入物質を直接
細胞質内に導入できることから,そ れ らの目的に最 も適 したベクターであ り,DTA封入
膜融合 リボソームの癌治療への応用について検討 した.
DTA封入膜融合 リボソームは,マ ウスのSarcoma-180(5-180)腹水癌に対 して,体 重
減少等の副作用を伴 うことなく優れた抗腫瘍効果を示 し,半数以上のマウスが完全治癒を
示 した.こ のような効果は,空 の膜融合 リボソームや,DTAを 封入 した通常の リボソー
ムではみ られないことから,DTA封 入膜融合 リボソームはinvivoのS-180細胞に対 して
も融合能を示 し,DTAを細胞質内に導入 した結果,抗 腫瘍活性を発揮 したものと考えら
れた.
また,マ ウスの腹部皮内に移植されたS-180固形癌に対 して も,DTA封入膜融合 リポ
ソームを腫瘍内投与すると顕著な腫瘍増殖の抑制がみ られた.通 常は細胞に取 り込まれる
ことのない[3H]イヌ リンを膜融合 リボソームに封入 し,S-180固形癌に腫瘍内投与 した
ところ,投 与量の7.8%がS-180細胞に取 り込まれていた.一 方,[3H]イヌ リンを封入 し
た通常の リボソームではわずか0.53%しかS-180細胞に取 り込まれておらず,膜 融合 リ
ボソームは腫瘍内投与により効率よく封入物質をS-180細胞内に導入できることが判明し
た.し かしなが ら,すべてのS-180細胞にDTAを 導入することは不可能なので,腹 水癌
の場合 と比べ,担 癌マウスの高い完全治癒率を得 ることはできなかった.
3)膜融合 リボソームの遺伝子導入ベクターとしての利用
膜融合 リボソームにルシフェラーゼ発現プラス ミッ ドpCAL2を封入 し,遺 伝子導入ベ
クターとしての性質や遺伝子発現効率について,非 ウイルスベクターとして広 く用い られ
ているカチオニック リポソームの リポフェクチンと比較 しなが ら検討を行った.膜 融合 リ
ボソームは1分 間か ら10分間 とい う短時間の細胞 との作用において も高いルシフェラー
ゼ活性を示 し,高濃度の膜融合 リボソーム(OD540=3.0;DNA6.0μg1㎡)を作用 させて も
全 く細胞傷害性を示 さなかった.一 方,カ チオニック リポソーム ・DNA複合体の場合に
は,遺 伝子導入には少な くとも30分間の細胞 との作用時間を要 し,DNA2.0μg!lnl以上
の濃度では30%以 上の細胞傷害性を示 した.こ れは,カ チオニックリポソーム ・DNA
複合体が,主 にエン ドサイ トーシスで細胞に取 り込まれるために遺伝子導入に時間がかか
るのに対 し,膜 融合 リボソームは積極的に細胞に結合 し,融合により短時間で遺伝子を導
入できること,ま たウイルスの膜融合能を利用 した生物学的な方法は,カ チオニ ックー リポ
ソーム ・DNA複合体 のよ うな非生物的な方法に比べ,安 全で効率が良いことを示 してい
る.
さらに,カ チオニックリポソーム ・DNA複合体は,わ ずか5%の 血清が存在 しても99
%以 上活性を失 うのに対 し,膜 融合 リボソームは40%の 血清存在化においても血清非存
在化のときと比較 して70%も の活性を保持 していた.こ のような膜融合 リボソームの性
質は,invivoの細胞への直接の遺伝子導入の場合には特に有利になると考えられ,マ ウス
のS-180腹水癌への遺伝子導入では,膜 融合 リボソームはカチオニック リポソーム ・
DNA複合体 と比較 し,1,000倍以上効率が良かった.
このよ うに,膜 融合 リボソームはウイルスの膜融合能を利用 しているため,カ チオニッ
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ク リポソーム ・DNA複合体 と比較 して効率よく外来遺伝子を細胞内に導入できることが
明らか となった.し かも,ウ イルスベクターのように導入できる遺伝子の形状,性 質につ
いての制約はなく,ど のような遺伝子でも細胞内に導入することができる.い わば,ウ イ
ルスベクター と非ウイルスベクターの両者の長所を合わせ持 ったハイブ リッ ドなベクター
であると言える.膜 融合 リボソームは,遺 伝子 と蛋白質の同時導入など導入遺伝子に様々
な工夫をすることができると考えられることか ら,そ の遺伝子治療用ベクターとしての将
来性は非常に高い と思われる.
4)TNF一α 遺伝子を封入 した膜融合 リボソームの固形癌遺伝子治療への応用
TNF一α は,腫 瘍部位局所に集積 させることができれば強力な抗腫瘍効果が期待できる
ことか ら,癌 細胞や腫瘍浸潤 リンパ球にTNF一α 遺伝子を導入す る遺伝子治療が,悪 性腫
瘍に対す る新 しい治療法 として注 目されている.し か し,現 在までに報告 されている
TNF一α 等のサイ トカイン遺伝子を用いた癌の遺伝子治療は,主 にexvivo遺伝子治療での
検討であ り,invivo遺伝子治療においては,す でに生着 している固形癌の腫瘍内に直接
TNF一α産生ベクターを投与 しても,治 療効果を得ることが困難なため,報 告例はほ とん
どないのが現状である.そ のため,TNF一α遺伝子を用いた固形癌に対するinvivo遺伝
子治療においては新たな戦略が必要 と考えられる.
そこで本研究では,i)TNF一αが腫瘍血管内皮細胞に対する特異的な傷害作用を有する
こと,ii)TNF一α は腫瘍血管内皮細胞や腫瘍細胞に対 してICAM-1(intercellularadhesion
molecule-1)等の接着分子の発現を誘導できること,iii)免疫系の細胞が癌組織に浸潤する
ためには,ま ず腫瘍血管内皮細胞に作用する必要があることに着目し,腫 瘍組織上流の血
管および腫瘍血管内皮細胞にTNF一α を発現 させ,持 続的に腫瘍血管内皮細胞や腫瘍細胞
にTNF一α を作用 させれば,効 果的な癌治療ができるのではないか と考えた.
ddYマウスのfootpadにS-180細胞を移植 し,footpadの厚さが5mm以 上に達 した7
日後にヒ トTNF一α発現プラスミッ ドpCA㎜ 封入麟 リボソームを腫瘍嫐 脈で
ある大腿動脈内に投与 した.そ の結果,投 与2日 目において大腿動脈,お よび腫瘍部位に
TNF一α の発現が認め られた.そ こで腫瘍増殖に及ぼす効果を調べたところ,pCATNF2
封入膜融合 リボソームの投与群では顕著なS-180の退縮がみ られた.一 方,コ ン トロール
として投与 したルシフェラーゼ発現プラス ミッ ドpCAL2を封入 した膜融合 リボソームで
は全 くS-180の増殖に影響はみ られなかった.ま た,footpadにS-180を移植 した脚の反
対の脚の大腿動脈にpCATNF2封入膜融合 リボソームを投与 しても,S-180の増殖に影響
がみ られないことより,腫瘍支配動脈や腫瘍組織の細胞によってTNF一αが産生されなけ
れば,抗 腫瘍効果は現れない ことが明 らかとなった.さ らに,pCATNF2封入膜融合 リポ
ソームの抗腫瘍効果は,抗 ヒ トTNF一α 申和抗体,お よび抗マウスCD4,CD8抗体の投
与によって消失 したことから,こ の効果は確かに遺伝子導入の結果産生 されたTNF一α に
よりもた らされたものであ り,腫瘍の退縮には宿主のT細 胞の働きが重要な役割を果た
していることが明 らかとなった.
このように,TNF一α を腫瘍組織上流の血管内皮細胞や腫瘍血管内皮細胞から産生させ
ることによって,invivO遺伝子治療による固形癌の治療が可能 となった.腫 瘍血管内皮細
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胞をもターゲ ットとする本アプローチは,固 形癌に対するinvivo遺伝子治療に対 して全
く新 しい方法論を提示できたものと思われ,今 後の癌遺伝子治療に一つの指針を与えるも
のと考えられた.
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結論
センダイウイルスの膜融合能を利用 した膜融合 リボソームを開発 し,以 下の結論を得た.
1.センダイウイルスと一枚膜 リボソームを融合させることにより,セ ンダイウイルスの
エンベ ロープ蛋白質を膜表面に有 した膜融合 リボソームを作製 し,そ の完全精製に成功 し
た.
2.膜融合 リボソームはintactなセンダイウイルスと同じ効率で細胞 と融合することがで
き,様 々な種,組 織細胞に対 してほぼ同 じ効率で融合できる.
3.ジ フテ リア毒素フラグメン トAを 封入 した膜融合 リボソームは,Sarcoma-180腹水癌,
固形癌に対 して副作用を伴 うことな く優れた抗腫瘍効果を示 した.こ れは,毒 素蛋白質を
用いた新 しい癌治療の方法論を提示す るとともに,膜 融合 リボソームが局所へのdrug
deliveryのため 優れたベクター とな りうることが示唆 された.
4.プ ラス ミッ ドDNAを 封入 した膜融合 リボソームは,非 ウイルスベクターとして広 く
用い られているカチオニックリポソームの リポフェクチンと比較 して,短 時間での遺伝子
導入,高 い遺伝子発現効率,低 い細胞傷害性および血清存在化で も遺伝子導入が可能 とい
った特徴を有 していた.こ れ らの性質を反映 して,invivoの細胞への直接の遺伝子導入に
おいては,膜 融合 リボソームはカチオニ ック リポソーム ・DNA複合体 と比較 して,1,000
倍以上の効率を示 し,特 にinvivo遺伝子治療のための優れたベクターであると考えられ
た.
5.ヒ トTumorNecrosisFactor一α(TNF一α)遺伝子を封入 した膜融合 リボソームを腫瘍
支配動脈内に投与 した ところ,投 与部位の血管および腫瘍部位にTNF一α の発現が観察 さ
れ,腫 瘍の増殖は顕著に抑制 された.こ れは腫瘍組織の上流の血管内皮細胞や腫瘍血管内
皮細胞より絶えず分泌されるTNF一α によって抗腫瘍効果が観察 されたことを示 してお り,
固形癌に対するinvivo遺伝子治療において全く新 しい方法論を提示できたもの と考えら
れた.
以上,効 率の良い細胞内への物質運搬体である膜融合 リボソームを開発 し,蛋 白質や遺
伝子導入ベクター としての有用性を明 らかとした.
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